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Abkürzungsverzeichnis  
A. actinomycetemcomitans, A.a.  Aggregatibacter actinomycetemcomitans 
APS      Ammoniumpersulfat  
BoP      Blutungsindex - Bluten nach Sondieren 
(Bleeding on Probing) 
BApNA     Nα-Benzoyl-DL-Arginine-p-Nitroanilid 
DSMO     Dimethylsulfoxid 
ELISA      Enzymlinked Immunosorbent Assay 
ECL      enhanced Chemolumineszenz 
fMLP      N-Formylmethionyl-Leucyl-Phenylalanin 
GCF      gingivial crevicular fluid, Sulkusflüssigkeit 
HEPES     4-(2-Hydroxyethyl)piperazin-1- 
Ethansulfonsäure 
IG      Immunglobuline 
IL      Interleukine 
LOS      Lipooligosaccharid 
LPS      Lipopolysaccharid 
MMP      Matrix-Metalloproteinase 
NE      Neutrophile Elastase 
PCR      Polymerase Chain Reaktion  
P.gingivalis, P.g.    Porphyromonas gingivalis  
PMNL polymorphkernige neutrophile Granulozyten 
PR3      Proteinase 3 
SDS-PAGE     Sodiumdodecyl – 
Polyacrylamidgelelektrophorese  
SLPI      secretory leucocyte protease inhibitor 
T.denticola, T.d.    Treponema denticola 
T.forsythia, T.f.    Tannerella forsythia 
TIMP Tissue Inhibitor of Matrix-Metalloproteinase 
TRIS      Tris(hydroxymethyl)aminomethan  
TRIS-HCl     TRIS-Hydrochlorid 
TeMeD     N,N,N,N-Tetramethylethylendiamin      
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1  0BZusammenfassung 
 
Die hohe Prävalenz der Parodontalerkrankungen in der Gesamtbevölkerung wird 
immer wieder durch epidemiologische Studien aufgezeigt. Ursächlich sind vor allem 
parodontalpathogene Mikroorganismen, die sich im subgingivalen Biofilm 
akkumulieren, direkt das umliegende Gewebe schädigen und die entzündliche 
Immunantwort auslösen. 
 
Eine effektive Wirtsabwehr gegen diese Mikroorganismen wird primär von den mit 
Serinproteasen beladenen Neutrophilen Granulozyten getragen. Normalerweise wird 
die extrazelluläre Aktivität dieser Serinproteasen wie der Neutrophile Elastase und 
der Proteinase 3 durch endogene Inhibitoren fein reguliert. 
In vitro werden die von Epithelzellen produzierten Serinproteaseinhibitoren Elafin 
und der sekretorische Leukozyten Proteaseinhibitor (SLPI)  durch Gingipaine 
gespalten. Gingipaine sind Cysteinproteasen, die vom Parodontalpathogen 
Porphyromonas gingivalis als Hauptvirulenzfaktor gebildet werden und für die 
Schlüsselrolle dieses Bakteriums bei Parodontalerkrankungen verantwortlich sind.  
 
Ziel dieser Pilotstudie war es, die Konzentrationen an Serinproteaseinhibitoren in 
menschlicher Sulkusflüssigkeit zu bestimmen und mit der Gingipainaktivität ins 
Verhältnis zu setzen, um die in-vitro Ergebnisse in-vivo zu bestätigen.  
Dafür wurde die Sulkusflüssigkeit von insgesamt 31 Patienten (9 gesunden, 7 mit 
Gingivitis, 10 mit chronischer und 5 mit aggressiver Parodontitis) untersucht und die 
Konzentrationen an Elafin und SLPI ermittelt. Gleichzeitig wurde die Aktivität der 
Neutrophilen Elastase, der Proteinase 3 und der arginin-spezifischen Gingipaine 
(Rgps) in der Sulkusflüssigkeit bestimmt und ein mikrobieller Nachweis für die 
Parodontalpathogene Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter 
actinomycetemcomitans, Tannerella forsythia, Treponema denticola und Prevotella 
intermedia geführt. 
 
Die gefundenen Elafinmengen unterschieden sich dabei signifikant zwischen den 
einzelnen Gruppen. Die größten Elafinkonzentrationen wurden in der 
Sulkusflüssigkeit der Patienten mit aggressiver Parodontitis nachgewiesen. Die 
kleinsten traten in der gesunden Kontrollgruppe auf.  
 7 
Die Ergebnisse zeigen deutlich eine positive Korrelation zwischen der 
nachgewiesenen Elafinkonzentration, der Präsenz der Parodontalpathogene  
P. gingivalis, T. forsythia und T. denticola, und der Enzymaktivität der Gingipaine. 
 
Die Aktivität der neutrophilen Elastase selbst, korreliert ebenfalls mit den Bakterien 
des roten Komplexes, jedoch nicht mit der Elafinkonzentration.  
SLPI, als Proteaseinhibitor, der wahrscheinlich einen Basalschutz für das Gewebe 
vermittelt, wurde am stärksten bei den gesunden Patienten nachgewiesen und in 
deutlich geringeren Konzentrationen in der mit P. gingivalis infizierten 
Sulkusflüssigkeit.  
 
Parodontalpathogene Bakterien stimulieren die Aktivität der neutrophilen 
Serinproteasen NE und PR3. Aufgrund des proteolytischen Abbaus ihrer lokalen, 
endogenen Inhibitoren Elafin und SLPI durch bakterielle und wirtseigene Proteasen, 
wird das empfindliche Protease-Proteaseinhibitor-Gleichgewicht gestört und mündet 
in einer fehlenden Inhibition der Serinproteaseaktivität, vermehrter 
Gewebedestruktion und verminderter Inflammationsauflösung.  
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2 1BEinleitung 
 
2.1 9BParodontalerkrankungen 
Parodontalerkrankungen sind der Oberbegriff für alle entzündlichen und nicht 
entzündlichen Veränderungen des Zahnhalteapparates.  
 
Die zur Zeit gültige Einteilung der Parodontalerkrankungen wurde 1999 in der  
internationalen Konsensuskonferenz durch die „Klassifikation der parodontalen 
Erkrankungen und ihrer Zustände“ (Armitage 1999) in Oak Brook, Illinois, USA 
festgelegt. Diese hat sich  als anerkanntes Klassifizierungssystem durchgesetzt.  
Es wurden dabei acht Hauptgruppen unterteilt. 
 
Die Hauptgruppe I umfasst alle Formen von Gingivopathien. Dies betrifft sowohl 
plaque-induzierte Gingivitiden (z. B. NUG und Schwangerschaftsgingivitis) als auch  
nicht plaque-induzierte gingivalen Erkrankungen, die sich aufgrund viraler, 
pilzassozierter, traumatischer, allergischer oder aufgrund systemischer 
Erkrankungen manifestieren. 
Die Gingivitis kann in eine akute und chronische Form eingeteilt werden, die in 
überwiegender Mehrheit auf eine vermehrte dentale Plaqueakkumulation am 
Gingivalrand zurückzuführen ist.  
Klinisch sind bei allen Formen die fünf klassischen Entzündungszeichen nach Galen 
und Celsus (Rötung, Schwellung, Blutung auf Sondieren oder spontan, Dolor, sowie 
eine eingeschränkte Funktion der Oberflächenintegrität als Diffusionsbarriere) 
erkennbar. Auch Ulzerationen und Pseudotaschen (erhöhte Sondierungstiefe ohne 
Attachmentverlust) können auftreten. Die Fließrate der Sulkusflüssigkeit ist 
gegenüber der gesunden Gingiva erhöht.  
Die Plaquezusammensetzung verschiebt sich bei Zunahme der Biofilmdicke von 
grampositiven, fakultativ anaeroben Pionierkeimen zu mehr gramnegativen und 
anaeroben Bakterien. Durch Beseitigung der dentalen Plaque kommt es zur 
Regression der Entzündung und der klinischen Symptome. Eine Gingivitis ist 
vollständig reversibel (Gängler et al. 2005). 
 
Die Kategorie II beinhaltet die chronische Parodontitis. Sie ist die am häufigsten 
auftretende Form der Parodontitis. Die chronische Parodontitis ist eine meist bei 
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Erwachsenen vorkommende entzündliche, durch bakterielle Plaque verursachte 
Erkrankung, die mit Destruktion aller parodontalen Strukturen und Attachmentverlust 
einhergeht.  
Die Erkrankungsprogression erfolgt meist langsam und schubweise, Phasen der 
Aktivität wechseln sich mit Stagnationsphasen ab (Hellwig et al. 2006). 
Diagnostische Zeichen sind die erhöhten Sondierungstiefen, als Ausdruck der 
parodontalen Destruktion, die mit der akkumulierten Plaquemenge korrelieren. Des 
Weiteren sind die klinischen Zeichen einer Entzündung sowie supra- und  
subgingivale  Zahnsteinablagerungen und gingivale Rezessionen charakteristisch.  
 
Ausgelöst und aufrechterhalten wird die Erkrankung durch die Veränderung des 
Keimspektrums, wobei mit Zunahme der akkumulierten Plaquedicke vermehrt 
gramnegative, anaerobe Mikroorganismen und Spirochäten auftreten. Durch die 
Interaktion dieser parodontalpathogenen Bakterienspezies mit der wirtseigenen 
Immunabwehr wird die parodontale Gewebedestruktion initiiert und vorangetrieben. 
Als wichtige Leitkeime für die chronische Parodontitis haben sich dabei 
Porphyromonas gingivalis (Lopez 2000), Tannerella forsythia  und Treponema 
denticola  herauskristallisiert (Socransky et al. 1998) (Borrell und Papapanou 2005) 
(Holt und Ebersole 2005). 
  
Hauptgruppe III umfasst die aggressive Parodontitis. Klinisch auffällig bei dieser 
Form der entzündlichen Parodontalerkrankung ist der frühzeitige Erkrankungsbeginn 
in der Pubertät oder frühen Adoleszenz.  
Die aggressive Parodontitis ist von häufigen Aktivitätsschüben und einer raschen 
Progredienz der parodontalen Destruktion geprägt, die nicht mit den supra- und 
subgingivalen Plaqueablagerungen korreliert. Dabei können die 
Entzündungszeichen nur gering oder gar nicht ausgeprägt sein. Die lokalisierte Form 
beginnt zunächst an den ersten Molaren und den Schneidezähnen, die Stadien zum 
Übergang in die generalisierte Form sind fließend. 
Mikrobiologisch umfasst das  Erregersprektrum der aggressiven Parodontitis  
ebenfalls gramnegative, anaerobe Mikroorganismen und Spirochäten, die auch bei 
schweren chronischen Parodontiden vorkommen. 
 Als wichtige pathogene Spezies ist der gegenüber der Kategorie II (Armitage 1999) 
gehäuft auftretende Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Yang et al. 2005) und 
auch seine Koexistenz mit T. forsythia (Page und Schroeder 1976, Page und 
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Schroeder 1982, Moore und Moore 1994) herauszuheben und unterstreicht seine 
Position als Leitkeim der aggressiven Parodontitis.  
Eine familiäre Häufung der aggressiven Parodontitis kann häufig beobachtet werden 
und wird mit einer angeborenen überschießenden Immunantwort in Verbindung 
gebracht. Die Betroffenen weisen häufig eine abnormale Phagozytenfunktion und 
hyperreagierende Makrophagenphänotypen auf, die vermehrt die 
gewebedestruierenden Faktoren (PGE2 und IL-1β)(Lang et al. 1999)  produzieren 
und damit das Ausmaß des entzündlichen Abbaus von Extrazellulärmatrix-
bestandteilen vervielfachen können(Page 1991). Dadurch werden Chemotaxis und 
Migration der neurophilen Granulozyten und Monozyten gestört und ein Abtöten von 
A. actinomycetemcomitans durch die PMNL verhindert (Hellwig et al. 2006).  
Bei frühzeitiger Diagnostik und Therapie spricht die aggressive Parodontitis meist 
sehr gut auf die Behandlung an und kann in ihrer Progredienz gestoppt werden. 
 
Die Hauptgruppen IV-VIII beinhalten die Parodontopathien als Manifestation von 
Systemerkrankungen, die nekrotisierenden Parodontalerkrankungen, die 
Parodontalabszesse, die Parodontitis im Zusammenhang mit endodontalen 
Läsionen und entwicklungsbedingte oder erworbene Deformitäten und 
Zustände(Armitage 1999). 
 
Gingivitis, chronische und aggressive Parodontitis sind die Erkrankungen mit der 
größten Prävalenz.  
 
Parodontalerkrankung treten in der Bevölkerung häufig auf. Bei 26% der 
Erwachsenen sind die klinischen Zeichen einer Gingivitis erkennbar. Mit einer 
Prävalenz von 73% ist die Parodontitis bei fast drei Viertel aller Erwachsenen 
nachweisbar, wobei circa ein Fünftel dieser Patienten an einer schweren Form (Grad 
4 CPI)(Ainamo et al. 1982) der Parodontitis leidet. Nur lediglich 0,5 % der 
Erwachsen weisen keine Erkrankungszeichen auf (Hoffmann et al. 2006). 
Die Mundhöhle als biologisches Habitat umfasst ungefähr 500-700 verschiedenen 
Bakterienspezies (Aas et al. 2005) von denen ca. 400 Arten auch im subgingivalen 
Biofilm nachgewiesen werden können (Kroes et al. 1999, Paster et al. 2001). 
Parodontalerkrankungen sind multifaktorielle, opportunistische Erkankungen, die 
durch mit dem Wirt interagierende, polybakterielle Komplexe ausgelöst werden und 
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durch die Freisetzung von Entzündungsmediatoren, Zytokinen und Chemokinen zur 
Destruktion der parodontalen Strukturen führt (Kortsik et al. 2003). 
 
 
2.2 10BMit Parodontitis assozierte Bakterienspezies 
Die wichtigsten parodontalpathogenen Erreger sind die als  „roter“ und „oranger 
Komplex“ zusammengefassten Mikroorganismen und der dem grünen Komplex  
zugeordnete A. actinomycetemcomitans (Socransky und Haffajee 2002). 
 
Der rote Komplex enthält P. gingivalis, T. forsythia und T. denticola, diese Keime 
werden häufiger in parodontalen Läsionen gefunden als in parodontal gesunden 
Stellen(Borrell und Papapanou 2005). 
Der orange Komplex enthält unter anderem die Bakterienspezies Prevotella. 
intermedia,  Parvimonas micra und F. nucleatum. Der Gattung Fusobacterium 
kommt dabei eine entscheidende Rolle als Brückenbauer für die weitere Besiedlung 
und Organisation des Biofilms zu (Kolenbrander und London 1993, Kolenbrander 
2000). 
Neben den Mikroorganismen tragen eine Reihe an Risikofaktoren zur Pathogenese 
der Parodontitis bei. Ein schlecht eingestellter Diabetes mellitus (Typ II) 
(Graves et al. 2005), Tabakkonsum und unzureichende Mundhygiene wurden als 
wesentliche Risikofaktoren identifiziert. Systemische Erkrankungen, genetische 
Einflüsse, Immunsuppression, Mangelernährung und Stress sind weitere potentielle 
Faktoren, die die Erkrankungskinetik beeinflussen (Marsh und Martin 2003, 
Kinane et al. 2006). 
 
 
Aggregatibacter actinomycetemcomitans 
Aggregatibacter actinomycetemcomitans ist ein opportunistisches, gramnegatives, 
unbewegliches kokkoides Stäbchen, das als mikroaerophil, capnophil und faktultativ 
anaerob beschrieben wurde, obwohl bei Anzüchtung anaerobe Bedingungen am 
besten geeignet scheinen(Fives-Taylor et al. 1996, Fives-Taylor et al. 1999, Marsh 
und Martin 2003)  
A. actinomycetemcomitans kann sowohl in der Mundhöhle Gesunder als auch bei 
allen Formen der Parodontitis nachgewiesen werden, dabei nimmt er jedoch bei der 
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aggressiven Parodontitis ein Schlüsselrolle ein und wird hier besonders häufig 
nachgewiesen(Slots et al. 1980, Slots 1999, Yang et al. 2005). 
  
Die Adhärenz an die Strukturen der Mundhöhle und Epithelzellen wird vor allem 
durch die auf der Oberfläche angeordneten Fimbrien vermittelt(Henderson et al. 
2003, Henderson et al. 2010).   
 
A. actinomycetemcomitans bildet verschiedene Virulenzfaktoren, die in die 
Immunabwehr beeinflussen. 
Das von ihm gebildete Leukotoxin A , welches zur RTX-Familie (repeats in Toxin) 
gehört kann sowohl oberflächengebunden als auch in Lipopolysaccharidvesikeln 
gespeichert werden (Kachalany 2010). 
Durch zellspezifische Adhäsion über den β2- Integrinrezeptor LFA-1 (Lally et al. 
1997) bindet das Leukotoxin A an Leukozyten und ist in der Lage, durch 
Porenbildung (Holt und Ebersole 2005) oder Lyse die Abwehrfunktion von 
polymorphkernigen Granulozyten, Monozyten und Lymphozyten (Gängler et al. 
2005) zu unterbinden und gleichzeitig für eine massive Freisetzung wirtseigener 
Proteasen zu sorgen (O'Brien-Simpson et al. 2004). 
 
Darüber hinaus produziert A. actinomycetemcomitans ein zytoletales distending 
Toxin als weiteren immunsuppressiven Virulenzfaktor. Seine DNase-Aktivität löst in 
Lymphozyten einen G2-Arrest während des Zellzyklus aus und induziert über 
Aktivierung der Caspase-Kaskade die Apoptose in T-Zellen(Shenker et al. 2001).  
Ein weiteres von ihm produziertes Protein soll als Super-Antigen fungieren und über 
Bindung des T-Zellrezeptors ebenfalls die T-Zellapoptose induzieren(Raja et al. 
2014). 
 
Die Produktion und Bereitstellung von OMP34 (outer membrane proteine) auf seiner 
Oberfläche befähigt A. actinomycetemcomitans, der Opsonierung durch die 
humorale Immunabwehr zu entgehen. Das Fc- Bindungsprotein verhindert damit die 
erleichterte Phagozytose durch die PMNL(Henderson et al. 2010). 
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Porphyromonas gingivalis 
Porphyromonas gingivalis ist ein kleines, gramnegatives, anaerobes, 
assaccharolytisches Stäbchen, welches schwarz pigmentiert ist. Er ist stark 
assoziiert mit den schweren Parodontiden und kommt in der Plaque gesunder 
Patienten nur selten vor(Yun et al. 1999).  
P. gingivalis ist durch eine mit Fimbrien besetzte Kapsel nach außen gegen 
Phagozytose geschützt (Marsh und Martin 2003).  
Mit Hilfe seiner Fimbrien gelingt P.gingivalis die Adhäsion an orale Epithelzellen, die  
Zahnoberfläche und die Koaggregation mit anderen Bakterien seiner Spezies oder 
anderen Spezies (Hamada et al. 1998, Kataoka et al. 1999, Budu et al. 2003).  
Auch seine Kapselpolysaccharide, aufgrund derer sechs Serotypen unterschieden 
werden können, sowie Hämaglutinine und Proteasen sind an der Adhärenz von  
P. gingivalis beteiligt.(Holt und Ebersole 2005) 
 
Als wichtigsten Virulenzfaktor besitzt P. gingivalis hoch aktive Cysteinproteasen 
(Gingipaine), die  arginin- oder lysinspezifisch Peptidbindungen spalten können.  
Die arginin-spezifischen Gingipaine (RgpA und RgpB) werden durch zwei Gene 
kodiert. Das hochaktive RgpA besitzt eine Hämagglutinin-spezifische 
Adhäsionsdomäne, die RgpB fehlt (Potempa et al. 2003). 
Die lysinspezifische Protease (Kgp) wird nur auf einem Gene kodiert wird und spaltet 
nur nach Lysinresten, besitzt aber ebenfalls eine dem RgpA-ähnliche Hämagglutinin-
Adhhäsionsdomäne (Potempa et al. 2003, Simpson et al. 2004). 
 
Die löslichen, als auch zell-assoziierten Gingipaine sorgen für die  
Nährstoffsicherstellung und durch Interaktion mit wirtseigenen Abwehrmolekülen für 
eine Modulation der Immunabwehr (Imamura 2003).  
Die Gingipaine sind in der Lage, Immunglobuline (IgG, IgA, sIgA, C3), Kollagen (Typ 
I und IV), Komplementfaktoren, eisen- und häminbindende Proteine, Glykoproteine 
und Entzündungsmediatoren (TNF-α, IL-6, IL-8) abzubauen (Potempa et al. 2000). 
Damit aktivieren Sie das Kallikrein/Kinin-System, die Blutgerinnungskaskade, lösen 
Proteine der extrazellulären Matrix, wie z.B.  Fibrinogen und Laminin, auf und 
inhibieren die Produktion freier Sauerstoffradikale durch die PMNL (Kadowaki et al. 
1994, Holt und Ebersole 2005).  
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Die parodontale Gewebedestruktion durch P. gingivalis wird über die Fähigkeit der 
Arg-Gingipaine zur  Spaltung von Kollagen, Fibronektin, Albumin und Laminin 
vermittelt (Budu et al. 2003).  
Das  Aufbrechen der Fibrinogen-Integrin-Verbindungen in gingivalen Fibroblasten 
durch RgpA und B führt zum Verlust der epithelialen Integrität des Sulkusepithels 
und des Zahnhalteapparates, da diese dann die Apoptose einleiten (Baba et al. 
2001, Holt und Ebersole 2005, Stathopoulou et al. 2009). 
 
P.gingivalis bindet eisenhaltige Moleküle und spaltet Hämin (Mekalanos 1992, 
Kuboniwa et al. 2001, Simpson et al. 2004, Holt und Ebersole 2005, Byrne et al. 
2013).  
Speicherformen des Häms bieten P. gingivalis Schutz gegenüber toxischen 
Sauerstoffradikalen von H2O2 und sind wahrscheinlich an der Ausbildung des 
anaeroben Milieus beteiligt (Sztukowska et al. 2002, Byrne et al. 2013).  
 
Auch die Stoffwechselendprodukte von P. gingivalis haben toxische Einflüsse  auf 
das umgebende Gewebe und steigern so seine Virulenz.  
Flüchtige, kurzkettige Fettsäuren können die orale Mukosa durchdringen und 
inhibieren dort die Lymphozytenproliferation, Zytokinprodukion in T und B- 
Lymphozyten und leiten die T-Zell Apoptose ein (Harris et al. 2002). Dadurch wird 
eine tiefere Penetration des Bakteriums in die Ginigva und die Gewebedestruktion 
ermöglicht (Banbula et al. 2001, Takahashi, 2003) 
P. gingivalis spaltet in seinem Stoffwechsel Ammoniak von einer Vielzahl von 
Peptiden ab. Diese puffert das saure Milieu bei der Produktion der Fettsäuren und 
schützt P. gingivalis vor der unspezifischen Immunabwehr durch negative 
Beeinflussung der neutrophilen Granulozytenfunktion(Takahashi, 2003). 
Die Lipopolysaccharide von P. gingivalis lösen als Endotoxin in Kontakt mit 
Lymphozyten und Monozyten eine erhöhte IL-1, TNF und  PGE2-Sekretion aus, die  
durch Osteoklastenakitiverung den Knochenabbau stimuliert (Nishida et al. 2001).  
 
Die Anwesenheit der Lipopolysaccharide von P. gingivalis führt zu einer vermehrten 
Expression an IL-8 und MCP-1 und ICAM-1 in endothelialen Zellen, welche dieser 
anschliessend direkt spalten kann(Kobayashi-Sakamoto et al. 2003, Tada et al. 
2003). Gleichzeitig wirkt sich das LPS negativ auf die Beseitigung apoptotischer 
 15 
PMNL durch Makrophagen aus und ermöglicht so das Fortbestehen der 
Entzündungsantwort (Olsen und Hajishengallis 2016).  
 
P. gingivalis ist in der Lage das Komplementsystem zu modulieren, da seine 
Gingipaine den Komplementfaktor C3 spalten (Wingrove et al. 1992, Jagels et al. 
1996, Potempa et al. 2000, Potempa et al. 2003, Potempa und Pike 2009) und als 
C5-Converatase den aktiven Komplementfaktor C5a generieren (Darveau et al. 
2012). 
 
Die Gingipaine Rgp A und B führen zu einer schnellen Aktivierung von Faktor IX, X 
und Prothrombin die über den intrinsischen Pfad die Blutgerinnung auslösen. Das 
gebildete Thrombin aktiviert die Blutplättchen, spaltet aus Fibrinogen Fibrin ab, lockt 
Leukozyten an und erhöht die Gefäßpermeabilität. Als Folge kommt es zu einer 
erhöhten Sulkusflüssigkeitsfließrate und zur Migration von PMNL in die aktive 
parodontale Tasche (Imamura 2003, Potempa et al. 2003) sowie zur Thrombin-
vermittelten Osteoklastenaktiverung über die Anregung der PGE2-Sekretion in 
Osteoblasten.  
 
P. gingivalis wird als Keystone-Pathogen (Darveau et al. 2012) die zentrale Rolle 
zugeschrieben. Ähnlich dem Schlussstein eines romanischen Bogens nimmt P. 
gingivalis die Schlüsselrolle in der Auslösung und Aufrechterhaltung der Parodontitis 
ein (Darveau et al. 2012, Jusko et al. 2012).  
Durch die immunmodulatorische Wirkung der Gingipaine (Krauss et al. 2010) bewirkt 
P. gingivalis eine Veränderung der Zusammensetzung der oralen Keimspektrums 
(Olsen und Hajishengallis 2016) wodurch die Homöostase des originären oralen 
Biofilms mit dem Wirt und seinem Immunsystem wird gestört.  
Diese Veränderung der Mikrobiota (Dysbiose) scheint den entzündungsbedingten 
Knochenabbau und somit die Parodontitis auszulösen (Pathirana et al. 2010, 
Hajishengallis et al. 2012). 
 
 
Treponema denticola 
Treponema denticola ist ein bewegliches, asaccharolytisches, obligat anaerobes, 
gramnegatives, schraubenförmiges Bakterium. Die Spezies kommt bei parodontalen 
Erkrankungen in häufig vor, während sie kaum im Gesunden auftritt (Moore und 
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Moore 1994). In Analogie zu vielen anderen parodontopathogenen Bakterien weist 
T. denticola ein ausgeprägtes Adhärenzverhalten gegenüber Wirtszellen als auch 
anderen Bakterienarten auf. T. denticola bindet an eine Vielzahl oraler Strukturen 
wie Hydroxylapatit, Laminin, Kollagen, Fibronektin, Heparin, Epithelzellen und 
gingivale Fibroblasten (Umemoto et al. 1997, O'Brien-Simpson et al. 2004, Holt und 
Ebersole 2005). Die Bindung von T. denticola an diese Oberflächen, Wirts- oder 
Bakterienzellen wird über verschiedene Adhäsionsmoleküle wie Msp (Major outer 
sheath proteins)(Fenno et al. 1996), Dentilisin (chymotrypsin-ähnliche Protease)oder 
auch LrrA (Leucine-rich repeat protein) vermittelt (Ikegami et al. 2004).  
 
Treponema denticola interagiert auch mit anderen Bakterienspezies vor allem mit  P. 
gingivalis und F. nucleatum (Kolenbrander und London 1993, Kolenbrander 2000). 
Die Koaggregation zwischen den beiden Vertretern des roten Komplexes wird durch  
das Dentilisin vermittelt, welches an die Fimbrienproteine von P. gingivalis bindet 
und auch dem Nährstoffaustausch zwischen diesen Bakterien dient 
(Hashimoto et al. 2003). 
T. denticolas Dentilisin, welches auch als Chymotrypsin-ähnliche Protease 
bezeichnet wird, ist eine oberflächengebundene prolyl-phenylalanin spezifische  
Protease die zytotoxisch auf die umgebenden Epithelzellen wirkt und T. denticola zur 
Invasion oraler Epithelzellen befähigt(Uitto et al. 1995).  
Dieses proteolytische Enzym zerstört über den Abbau von Kollagen, Laminin und 
Fibronektion, die Verbindungsmoleküle der epithelialen Barriere. Diese 
Permeablilitätserhöhung trägt entscheidend zur Penetration von T. denticola in 
tiefere Gewebsschichten bei (Choi et al. 2003).  
Des Weiteren vermittelt Dentilisin den Abbau von Serumproteinen wie Transferrin, 
Fibrinogen, IgG, sIgA und α1-Antitrypsin sowie die Hydrolyse von Substanz P und 
Angiotension-1(Holt und Ebersole 2005, Ishihara 2010). 
Ein weiterer Virulenzfaktor ist Cystalysin. Diese für den Stoffwechsel von T. denticola 
wichtige Protease hydrolysiert wirtseigene, schwefelhaltige Moleküle wie Cystein 
und Gluthation und dient der Bereitstellung  von Nährstoffen für sein Wachstum. 
(Chu et al. 1999, Zhang et al. 2010). 
Treponema denticola besitzt anders als viele andere gram-negative Bakterien ein 
atypisches LPS in Form eines Lipooligosaccharids (LOS) (Sela 2001). Funktionell  
stimuliert LOS die Osteoklastendifferenzierung und Expression der MMPs 
(Choi et al. 2003, Brisette und Lukeahart 2007).  
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Sein Major-Sheath-Protein der Oberfläche ist hat neben seinem Einfluss auf das 
Adhärenzverhalten  über β1-Integrin auch negativen Einflüsse auf die 
Fibroblastenmigration und –proliferation, wodurch Wundheilungsprozesse 
verlangsamt werden (Amin et al. 2004). 
 
Als weiteren Virulenzfaktor produziert T. denticola ein immunsuppressives Protein 
(Sip), welches über den Eingriff in die T-Zellproliferation zur deren irreversiblen 
Apoptose führt und T. denticola vor einer Beseitigung durch die Immunabwehr 
schützt (Lee et al. 2004). 
 
 
Tannerella forsythia 
Tannerella forsythia ist der dritter Vertreter des roten Komplexes (Socransky et al. 
1998) und ein asaccharolytisches, gramnegatives, anaerobes, fusiformes Stäbchen 
(Tanner et al. 1986, Sakamoto et al. 2002). 
 
T. forsythia wird häufig in enger Vergesellschaftung mit P. gingivalis in subgingivalen 
Plaqueproben chronischer Parodontiden nachgewiesen (Tanner et al., 1998, 
Yang et al. 2004, Holt und Ebersole 2005).  
Die Kultivierung von T. forsythia ist aufgrund der benötigten speziellen 
Wachstumsfaktoren ( Hämin, Menadion,L-Cystein und N-Acetylneuraminsäure)  sehr 
anspruchsvoll (Tanner et al. 1986, Tanner und Izard 2006, Wyss 1989).  
 
Das Adhärenzverhalten von T. forsythia gegenüber anderen Bakterien, Wirtszellen 
und in das Gewebe ist noch nicht bis in letzte Detail entschlüsselt. 
Gesichert ist die Koaggregation von P. gingivalis  und T. forsythia mit F. nucleatum 
im subgingivalen Biofilm (Sharma 2010) sowie die Bindung des Bacteroides surface 
protein A (BspA) von T. forsythia hierbei an das LrrA von T. denticola (Ikegami et al. 
2004, Holt und Ebersole 2005, Tanner und Izard 2006) als auch an Fibrinogen und 
Fibronektin der extrazellularen Matrix (Bryzek et al. 2014). 
 
T. forsythia verfügt über viele Proteasen als Virulenzfaktoren, wie z. B. eine N-
benzoyl-Val-Gly-Arg-p-nitroanilid-spezifische Protease(Sharma 2010), eine prtH 
Cysteinprotease mit hämolytischer Aktivität (Saito et al. 1997) und eine Trypsin-
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ähniche Protease (Grenier 1995, Tanner und Izard 2006). Die von Hughes et al. 
(Hughes et al. 2003) untersuchte α-D-Glucosidase und N-acetyl-β-
Glucosaminosidase scheinen durch Proteoglykanspaltung aus dem parodontalen 
Gewebe die Immunantwort zu beeinflussen und der Nährstoffsicherung zu dienen 
(Holt und Ebersole 2005). 
 
Als weitere Virulenzfaktoren von T.forsythia konnten neuere Studien die Enzyme 
Karilysin (Jusko et al. 2012) und Miropin (Ksiazek et al. 2015)nachweisen. Karilysin 
kann durch seine große strukturelle Ähnlichkeit zu Matrixmetalloproteinasen von 
Säugetieren die Moleküle der Extrazellulrmatrix spalten (Jusko et al. 2012). Es 
verhindert die Aktivierung der Komplementkaskade sowohl über den klassischen, 
den alternativen  und den Lektin-Weg unter anderem über die Spaltung von C4 und 
C5, wodurch T. forsythia sich effektiv der Erkennung und Beseitigung durch das 
angeborende Immunsystem entzieht (Jagels et al. 1996, Jusko et al. 2012, 
Hajishengallis et al. 2015).  
Auf Makrophagenoberflächen gebundenes TNF-α wird duch Karilysin abgespalten 
und induziert durch die Konzentrationserhöhung von löslichem TNF-α sowohl 
apoptotische als auch pro-inflammatorische Effekte und begünstigt Knochen- und 
Gewebeabbau (Bryzek et al. 2014). 
Ein herauszuhebender Virulenzfaktor T. forsythias ist das Serpin Miropin. Dieser 
Proteaseinhibitor hemmt effizient sehr viele Serin-Proteasen, darunter die von 
Granulozyten gebildete Elastase und sichert damit T. forsythia das Überleben im 
subgingivalen Biofilm (Ksiazek et al. 2015). 
 
T. forsythia produziert ebenfalls flüchtige Schwefelverbindungen, die als 
Stoffwechselendprodukte ihre toxische Wirkung entfalten können (Torresyap et al. 
2003).  
Ein weiterer wichtiger Virulenzfaktor der zu Gewebeveränderungen führt, ist das 
BfLP. Über die Aktivierung der Caspase-8 initiiert das Lipoprotein BfLP 
Apoptoseprozesse in Zielzellen (Hasebe et al. 2004, Sharma 2010). 
 
Auch das S-Layer Protein, eine der Zellhülle angelagerte Schicht zweier 
verschiedener, kristalliner Proteine (Sabet et al. 2003, Posch et al. 2011) trägt zu 
seiner Pathogenität bei. Die S-Layer verzögert die Immunantwort und bietet 
T.forsythia Schutz vor exogenen Faktoren.(Sekot et al. 2001, Sabet et al. 2003) 
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Prevotella intermedia 
Prevotella intermedia gehört in die Gruppe der gramnegativen, anaeroben Stäbchen. 
Die Spezies ist saccharolytisch und wie P. gingivalis pigmentiert (Sundqvist 1993, 
Marsh und Martin 2003) und benötigt für Wachstum, Überleben und seine Virulenz 
Eisen in Form von Häm (Byrne et al. 2015). 
P. intermedia besitzt eine Dipeptidyl-Pepitase IV (Shibata et al. 2003) und ist in der 
Lage CD14 und das LPS-bindende Protein (LBP) durch eine membrangebundene 
Cysteinprotease zu spalten (Deschner et al. 2003) und damit Immunantwort 
gegenüber LPS zu modulieren. 
Ein weitere Cysteinprotease spaltet IgG als Nährstoffquelle und entzieht damit 
P.intermedia und andere Mikroorganismen den Angriffen des erworbenen 
Immunsystem (Jansen et al. 1995). 
P. intermedia expremiert die 90kDa große lösliche Cysteinprotease Interpain A 
(InpA) die Komplementfaktoren abbauen (Potempa et al. 2009) sowie Hämoglobin 
und Hämalbumin zur Hämfreisetzung oxidieren und spalten kann (Byrne et al. 2013, 
Byrne et al. 2015). Interpain A besitzt große Homologie zu Periodontain(PrtP) von P. 
gingivialis. Die Anreicherung des gewonnen Häms an der Zelloberfläche schützt das 
Bakterium vor Angriffen der PMNL (Byrne et al. 2013, Byrne et al. 2015). 
P. gingivalis und P. intermedia koaggregieren und werden häufig gemeinsam in der 
parodontalen Tasche nachgewiesen (Byrne et al. 2013) wobei ihre Virulenzfaktoren    
z.B. bei der Aquirierung von Häm (Byrne et al. 2013) oder der Hemmung der 
Komplementkaskaskade synergistisch wirkten (Potempa et al. 2009). 
 
 
2.3 11BNeutrophile  Serinproteasen und ihre Inhibitoren 
Die chronische Entzündung des parodontalen Gewebes wird durch die Stimulierung 
oraler Epithelzellen durch bakterielle Antigene hervorgerufen. Diese Aktivierung 
sorgt für die Initiation des angeborenen Immunsystems über Komplementaktivierung 
und die massive Infiltration von PMNL, Makrophagen und Lymphozyten in das 
gingivale Gewebe (Garant 2003). Neutrophile Granulozyten stellen dabei die erste 
Abwehrlinie der zellulären Wirtsantwort gegenüber der mikrobiellen Infektion dar und 
machen mehr als 95% aller Leukozyten im gingivalen Sulkus aus (Delima und Van 
Dyke 2003). Nach ihrer Synthese im Knochenmark, zirkulieren die PMNL in der 
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Blutbahn und adhärieren rezeptorvermittelt über β2-Intregrin und ICAM-1 und -2 mit 
dem Gefäßendothel des gingivalen Plexus in Umgebung des Entzündungsgebietes 
(Nourshargh et al. 2010). 
Nach der chemokin-modulierten Transmission durch das Endothel gelangen die 
neutrophilen Granulozyten entlang chemotaktischer Gradienten (IL-8, C5a, 
baktierieller Antigene, LPS, fMLP) zum infizierten gingivalen Epithel (Kolaczkowska 
und Kubes 2013, Olsen und Hajishengallis 2016). 
Dieser Extravasationsprozess als Beginn der Entzündungsantwort wird durch 
endogene Inhibitoren wie Del-1 als Inhibitor den endothelialen Adhäsion über ICAM-
1 fein moduliert (Hajishengallis et al. 2015). 
 
Neutrophile Granulozyten besitzen eine Vielzahl an antimikrobiellen und 
proinflammatorischen Faktoren. Diese bedürfen einer strengen Regulation, um ein 
Gleichgewicht herzustellen und einem übermäßigen Gewebenabbau 
entgegenzuwirken.   
Die primäre Funktion der neutrophilen Granulozyten ist die Aufnahme der 
Mikroorganismen in intrazellulär membranständige Phagosomen, wo diese durch die 
kombinierten Angriffe von reaktiven Sauerstoffradikalen (ROS),  Proteasen und 
antimikrobiellen Peptide unschädlich gemacht werden (Pham 2008). 
Die nicht-oxidative Abtötung der Mikroorganismen in Phagosomen wird über in 
verschiedenen Granula (azurophil, spezifische, gelatinase und sekretorische) (Pham 
2008) gespeicherte antimikrobielle Peptide (α-Defensinen1-4, Cathelicidin hCAP 
18/LL-37) (Gallo et al. 2002, Puklo et al. 2008) und Enzyme (Myeloperoxidase, 
neutrophile Elastase, Proteinase 3 und Cathepsin G, Gelatinase) (Korkmaz et al. 
2008, Pham 2008) und über die von ihnen produzierten neutrophilen extrazellulären 
Netze (NET) vermittelt, die Pathogene fangen und abtöten(Hajishengallis et al. 2015) 
können.  
 
Die neutrophilen Serinproteasen attackieren vorrangig bakterielle 
Oberflächenstrukturen und Virulenzfaktoren und werden entweder aus azidophilen 
Granula oder durch Zelllyse der PMNL in hohen Konzentrationen freigesetzt 
(Zani et al. 2004). Sie wirken destruierend auf Proteine der extrazellulären Matrix wie 
Elastin, Kollagen, Fibronektin und Laminin (Korkmaz et al. 2008). Die freigesetzten 
Proteasen sind somit bei Störung der Protease-Proteaseinhibitor-Homöostase für die 
entzündliche Gewebeschädiung hauptverantwortlich (Zani et al. 2004).  
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In der Gingiva wird die inhibitorische Regulation der Serinproteasen hauptsächlich 
durch lokale Moleküle, wie z.B. α1-Antichymotrypsin, dem sekretorischen 
Leukozyten Proteaseinhibitor (SLPI) und Elafin vermittelt (Williams et al. 2006, Pham 
2008). 
 
Auch die neutrophilen Matrixmetalloproteinasen sind vor allem bei unkontrollierter 
Freisetzung für die parodontale Gewebedestruktion von entscheidender Bedeutung. 
Des Weiteren sind neutrophile Granulozyten zur Synthetisierung von C-X-C und C-C 
Chemokinen befähigt, die sowohl pro- als auch anti-inflammatorische und 
immunregulatorische Eigenschaften besitzen (Scapini und Cassatella 2014, 
Hajishengallis et al. 2015).  
 
Neutrophile Granulozyten sind trotz ihrer eigentlich protektiven Abwehrfunktion, 
entscheidend an die Initiation und Progression der Parodontitis gekoppelt. Eine fein 
regulierte Homöostase wird durch bakterielle Antigene aus dem Gleichgewicht 
gebracht und durch wirtsabhängige Immundefizite oder immunregulatorische 
Defekte zusätzlich moduliert (Jagels et al. 1996, Potempa et al. 2000, Potempa und 
Pike 2009). 
 
Diese Gleichgewichtsveränderung zeigt sich auch bei angeborenen Defekten, die 
auf Produktion, Adhärenz, Chemotaxis und Phagozytose der PMNL Einfluss nehmen 
(Papillon-Lefèvre, kongenitale Neutropenie, Leukozytenadhäsiondefizit) (Deas et al. 
2003, de Haar et al. 2006, Guentsch et al. 2009, Summers et al. 2010) und spielt 
auch beim raschen Gewebeabbau der aggressiven Parodontitis eine Rolle 
(Hajishengallis et al. 2015).  
Die Homöostase der Entzündungsvorgänge, die durch neutrophile Granulozyten 
vermittelt werden, wird durch empfindliche Regulationsmechanismen gesteuert. Die 
inhibitorischen Moleküle aus dem Blutplasma oder direkt aus den umgebenden 
Zellen, spielen hierbei eine entscheidende Rolle zur Beendigung der Entzündung 
und für die Geweberegeneration.  
 
 
Neutrophile Elastase 
Die neutrophile Elastase gehört zu der Gruppe der Chymotrypsin – Superfamilie der 
Serinproteasen. Sie wird hauptsächlich in neutrophilen Granulozyten produziert, wo 
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sie intrazellulär nach Prozessierung durch Cathepsin C (Korkmaz et al. 2008) in 
azurophilen Granula gespeichert wird. Auch Mastzellen und Monozyten expremieren 
die neutrophile Elastase (Fitch et al. 2006). 
Intrazellulär ist sie hauptverantwortlich für den phagosomalen Abbau der 
aufgenommenen Mikroorganismen. Bei überschießender Aktivierung der PMNL wird 
die NE in den Extrazellularraum abgegeben, wo sie Proteine der Extrazellularmatrix 
spaltet und Bakterien direkt schädigen kann (Ujiie et al. 2007, Fitch et al. 2006).  
Dieses erfolgt durch Spaltung von Oberflächenproteinen (OmpA) gramnegativer 
Bakterien oder ihrer Virulenzfaktoren (Korkmaz et al. 2008, Pham 2008). 
Die extrazellular freigesetzte neutrophile Elastase ist über multiple 
Regulationsmechanismen in der Lage das Entzündungsgeschehen und die 
Immunantwort zu modulieren.  
Die NE stimuliert über proteolytische Modifizierung die Freisetzung und 
Ausschüttung von proinflammatorischen Zytokinen wie TNF-α,(Korkmaz et al. 2008, 
Shaw und Wiedow 2011) und des Monozyten anlockenden Proteins-1 (MCP-1) in 
gingivalen Fibrobasten (Uehara et al. 2003) und spaltet IL-6,IL-18 und den 
Komplementfaktor C5 (Pham 2008). 
Sie spaltet membrangebundenes TGF-α  und TGF-β (Pham 2008). Die Bindung des 
löslichen TGF-α an den EGFR (epidermal growth fractor receptor) führt zur einer 
muzinen Hypersektretion oder Proliferation von Keratinozyten (Shao und Nadel 
2005). 
CD14, ein wichtiger Oberflächenrezeptor für bakterielles LPS wird durch die 
neutrophile Elastase, zeit- und konzentrationsabhängig gespalten. Dieses führt über 
die Reduktion der IL-8 Produktion in einen negativen Feedbackmechanismus zu 
einer verringerten Immunantwort (Pham 2008). 
Über ihre Kaspase-ähnliche Aktivität ist die NE befähigt die Apoptose von Zellen zu 
induzieren (Korkmaz et al. 2008). 
 
 
Proteinase 3 
Die Proteinase 3 ist eine 29kDA große chymotrypsin-ähnliche Serinprotease mit 
großer Homologie zur neutrophilen Elastase und wird hauptsächlich nach 
Prozessierung durch Cathepsin C in den azurophilen Granula der PMNL 
gespeichert(Korkmaz et al. 2008). Auch Monozyten, basophile Granulozyten und 
Mastzellen sind in der Lage PR3 zu produzieren (Uehara et al. 2003). 
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Der intrazelluläre Abbau der phagozytierten Mikroorganismen ist die Hauptfunktion 
der Proteinase 3. Eine Aktivierung der PMNL führt zur einer vermehrten 
Ausschleusung und Anbindung der PR 3 an deren Zelloberfläche. Dort trägt diese 
zur proteolytischen Spaltung extrazellulärer Matrixproteine bei und aktiviert die 
Zytokine TNF-α und IL-1β in Monozyten (Korkmaz et al. 2008) 
Die Proteinase 3 ist in der Lage, die IL-8, IL-18, IL-32 (Pham 2008) und MCP-1 – 
Freisetzung, sowie die ICAM-1 Expression in gingivalen Fibrobasten zu stimulieren 
(Uehara et al. 2002, Uehara et al. 2003). Damit wird die Migration von PMNL und T-
Lymphozyten in das Entzündungsgebiet vorangetrieben und die 
Entzündungsantwort auch des erworbenen Immunsystems über Th-1- und Th-2-
Zellen moduliert (Uehara et al. 2003). 
Durch spezifische Aktivierung von oberflächengebundenen Integrinen und Protease 
–aktivierten Rezeptoren (PARs) (Uehara et al. 2002, Uehara et al. 2003) beeinflusst 
die PR3 auch Zell-Zell- und Zell-Extrazellularmatrix-Interaktionen und vermittelt 
sowohl pro- als auch anti-inflammatorische Effekte(Pham 2008).  
 
Die Proteinase 3 ist nach Freisetzung aus intrazellulären, sekretorischen Granula 
hauptsächlich verantwortlich für die extrazelluläre Prozessierung des Cathelicidins 
hCAP-18 in das aktive antimikrobielle Peptid LL-37 (Gallo et al. 2002, de Haar et al. 
2006, Puklo et al. 2008). 
Damit sind die extrazellulär freigesetzten neutrophilen Serinproteasen neben dem 
Abbau von extrazellulären Matrixproteinen über proteolytische Modulation von 
Chemokinen und Cytokinen entscheidend an Initation und Aufrechterhaltung der 
Entzündungsantwort beteiligt und durch Aktivierung von Lymphozyten auch zur 
Regulation der Immunantwort befähigt (Fitch et al. 2006, Pham 2008, Shaw und 
Wiedow 2011).  
 
 
Sekretorischer Leukozyten Proteaseinhibitor (SLPI) 
Der sekretorische Leukozyten Proteaseinhibitor ist ein 11,7 kDa großes 
kationisches, nicht-glykolysiertes Protein mit 2 ähnlichen WAP (whey acidic protein)-
Domänen (Williams et al. 2006).  
SLPI wird in den das Entzündungsgebiet umgebenden Epithelzellen, Makrophagen 
und PMNL (Jin et al. 1998) produziert und wirkt hauptsächlich inhibitorisch auf die 
neutrophile Elastase. Eine konstitutive Expression von SLPI in niedrigen 
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Konzentrationen scheint eine basale Schutzfunkion für das Gewebe gegenüber 
Proteasen zu übernehmen. Die Expression kann im Bedarfsfall bei auftretenden 
inflammtorischen Reizen erhöht werden (Williams et al. 2006). 
Lipopolysaccharide, die pro-inflammatorischen Zytokine TNF-α und IL-1, als auch 
die anti-inflammatorischen Zytokine IL-6, IL-10 und die neutrophile Elastase wirken 
aktivierend auf die Expression von SLPI (Jin et al 1998). 
Die Proteinasen Cathepsin B, S und L sind in der Lage SLPI zu spalten 
(Roghanian et al. 2006, Williams et al. 2006).  
Aufgrund seiner kationischen Ladung kann SLPI bakterielle Zellmembranen 
schädigen (Fitch et al. 2006) und wirkt so direkt antimikrobiell. 
Durch Hemmung der neutrophilen Phagozytose und des oxidativen Bursts, sowie 
Stimulierung der Beseitigung apoptotischer Zellen und der Freisetzung der anti-
inflammatorischer Zytokine TGF-β und IL-10 aus Makrophagen (Williams et al. 2006) 
wirkt SLPI auch anti-inflammtorisch und spielt auch bei der Entzündungsauflösung 
und Geweberegeneration eine wichtige Rolle (Into et al. 2014). 
Über modulierende Einflüsse auf die PGE2 –Sekretion von Monozyten und die LPS-
getriggerte Makrophagenaktivierung übt SLPI Effekte auf der erworbene 
Immunantwort aus und begünstigt die Präsenz von Th-1-Zellen (Fitch et al. 2006, 
Roghanian et al. 2006). 
 
 
Elafin 
Elafin ist ein 9,9 kDa großes körpereigenenes Protein mit 2 Domänen, einem C-
Terminus mit WAP-Domäne, welche die  Proteaseninhibitions-Domäne darstellt und 
einer N-terminalen Cementoin-Domäne, die für die Bindung an Proteine der 
Extrazellulärmatrix verantwortlich ist (Zani et al. 2004).  
Elafin wird in Epithelzellen produziert und ist in der Lage,  durch seine inhibitorische 
C-Domäne spezifisch die gewebedestruirende und proinflammatorische Wirkung der 
neutrophilen Elastase und der Proteinase 3 potent zu inaktivieren und damit 
schützend den Entzündungsprozess zu modulieren (Pfundt et al. 1996, Guyot et al. 
2005, Williams et al. 2006).  
Es wirkt inaktivierend auf die endogene Gefäßelastase (EVE) und kann so eine EVE 
getriggerte, entzündlichen Gefäßwandverdickung mit Reduktion des Blutflusses, 
Blutdruckerhöhung und ggf. resultierender Gewebenekrose verhindern (Shaw und 
Wiedow 2011). 
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Inflammatorische Zytokine wie TNF-α und IL-1, aber auch LPS und die neutrophile 
Elastase induzieren die Expression von Elafin in lokalen Keratinozyten (Zani et al. 
2004, Williams et al. 2006). 
Auch eine antimikrobielle Funktion konnte für Elafin nachgewiesen werden. Elafin 
wirkt wahrscheinlich durch seine hohe negative Ladung direkt 
zellmembranschädigend auf Bakterien. Außerdem bindet es LPS und unterdrückt 
damit sowohl die Monozytenaktivierung über MCP-1 als auch die Produktion des 
proinflammatorische Zytokines TNF-α (Fitch et al. 2006, Shaw und Wiedow 2011). 
Des Weiteren wird auch Elafin eine Rolle bei der Entzündungsauflösung durch 
Begünstigung der Beseitigung apoptotischer Leukozyten durch Makrophagen (Guzik 
und Potempa 2008) und der Gewebedifferenzierung bei Wundheilungsprozessen 
(Fitch et al. 2006) eingeräumt. 
Auch Elafin beeinflusst die erworbene Immunantwort und führt zur Ausbildung einer 
Th-1 dominierten Antwort (Roghanian et al. 2006, Fitch et al. 2006). 
Aufgrund verschiedener Molekülgrößen wird zwischen dem Vorläufermolekül Pro-
elafin oder Trappin-2 (9,9kDa) und seiner löslichen Form Elafin (6kDa) ohne 
Cementoin-Domäne taxonomisch unterschieden (Williams et al. 2006).  
 
Elafin und SLPI sind wichtige Moleküle in der Regulationskontrolle der durch 
neutrophile Granulzyten dominierten angeborenen Entzündungsantwort und 
verhindern eine übermäßige Gewebeschädigung durch exzessive Proteolyse und 
können so die epitheliale Integrität bewahren (Pfundt et al. 1996). Gleichzeitig 
fördern sie die Einbindung des erwobenen Immunantwort auf das 
Entzündungsgeschehen, durch Stimulation der einer Th1-Antwort (Williams et al. 
2006). Therapeutische Ansätze mit über Aerosol verabreichtem, rekombinantem 
Elafin/Trappin-2 (Zani et al. 2004) zur Regulation der Immunantwort in entzündlichen 
Lungenerkrankungen erscheinen über einer deutliche Reduktion der PMNL-
Infilitration und Gewebedestruktion erfolgversprechend (Williams et al. 2006). 
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2.4 12BWirkung von P. gingivalis auf neutrophile Serinproteasen und ihre 
Inhibitoren 
P. gingivalis kann durch verschiedene Mechanismen die Aktivität der neutrophilen 
Serinproteasen und ihrer Inhibitoren beeinflussen.  
So spaltet P. gingivalis mittels der Protease Periodontain den α1-Proteinase Inhibitor 
(Nelson et al. 1999), der die Aktivität der neutrophilen Elastase und der Proteinase 3 
reguliert und so zu einem unkontrolliertem Abbau von Kollagen, Elastin und der 
Proteoglykane im Zahnhalteapparat führt(Travis et al. 1994, Potempa und Pike 
2009, Guyot et al. 2010).  
Die argininspezifischen Gingipaine RgpA und RgpB spalten die neutrophile 
Serinprotease Cathepsin G und SLPI (Into et al. 2006).  
Somit werden deren Protease-inhibierenden und anti-inflammatorischen Effekte 
aufgehoben und P. gingivalis verschafft sich einen Selektionsvorteil gegenüber der 
Immunantwort durch Entkopplung der entzündlichen Regulationsmechanismen 
(Into et al. 2006). 
Neben SLPI können RgpA, RgpB und Kgp auch Elafin, den epithelialen Inhibitor der 
neutrophilen Serinproteasen in vitro inaktivieren bzw. spalten und greifen damit 
direkt in die Regulation der PMNL-getragenen Entzündungsantwort 
ein(Kantyka et al. 2009). 
Dadurch werden die anti-inflammatorischen, antibakteriellen und 
gewebeproliferativen Einflüsse von Elafin aufgehoben und das Protease-
Proteaseinhibitor Gleichgewicht zu Gunsten der proteolytischen Funktion 
verschoben.  
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3 2BZielstellung  
In vorrangegangen Studien konnte nachgewiesen werden das P. gingivalis die 
Proteaseinhibitoren SLPI und Elafin spalten kann.  
Dieser Ansatz lässt die Hypothese erwachsen, dass Infektionen mit P. gingivalis 
einen gegenläufigen Effekt auf die Konzentration der Protease-Inhibitoren im 
entzündeten gingivalen Gewebe ausüben und seine Gingipaine die regulativen 
Homöostaseprozesse empfindlich stören, welches in einer übermäßigen 
Aufrechterhaltung der Entzündungsantwort und der damit verbundenen verstärkten 
Gewebedestruktion resultiert. 
 
Die Zielstellung dieser Pilot-Studie war es daher, die Korrelation zwischen dem 
Vorkommen von P.gingivalis in der subgingivalen Plaque, der daraus resultierenden 
arginin-spezifischen Gingipainaktivität und den Konzentrationen von Elafin und SLPI 
anhand von Sulkusflüssigkeitproben, die von Patienten mit Gingivitis und 
Parodontitis gewonnen wurden zu ermitteln.  
Um mögliche Zusammenhänge zwischen der Konzentration der Protease-Inhibitoren 
und deren Wirkung auf die Serinproteasenaktivität aufzuzeigen, wurden außerdem 
die Enzymaktivitäten der neutrophilen Elastase und der Proteinase 3 bestimmt.  
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4 3BMaterial und Methoden 
 
4.1 13BStudienteilnehmer 
Die Studienteilnehmer wurden aus dem Patientenpool der Poliklinik für 
Konservierende Zahnheilkunde und Parodontologie des Zentrums für Zahn-, Mund- 
und Kieferheilkunde der Universitätsklinik Jena rekrutiert. Ausschlusskriterien für die 
Studienteilnahme waren systemische Erkrankungen wie z.B. koronare 
Herzkrankheit, Diabetes mellitus oder ein Krebsleiden. Außerdem wurden Patienten, 
die  innerhalb der letzten 6 Monate vor Datenerhebung Antibiotika erhalten hatten 
sowie Frauen in Schwangerschaft und Stillzeit nicht mit einbezogen. 
 
Von jedem der insgesamt 31 Patienten wurden die demografischen Daten: Alter und 
Geschlecht ermittelt und im Rahmen eines zahnärztlichen und parodontalen 
Befundes die Zahnzahl, die Sondierungstiefen aller Zähne mittels einer 6-
Punktmessung und der BoP bestimmt und dokumentiert. 
Zur Gewinnung der Sulkusflüssigkeit wurde eine Sulkuswaschung an der jeweils 
größten Sondierungstiefe eines jeden Quadranten durchgeführt.  
Anschließend wurden die Studienteilnehmer entsprechend ihres Krankheitsbildes in 
vier Gruppen unterteilt, parodontal gesunde Patienten (gesund), Patienten mit 
Gingivitis (Gingivitis), chronischer Parodontitis (CP) und aggressiver Parodontitis 
(AP). 
 
Die Einteilung der Krankheitsbilder in chronische und aggressive Parodontitis 
erfolgte nach der Klassifizierung der Parodontalerkrankung, die 1999 im 
„International Workshop for a Classifcation System of Periodontal Diseases and 
Conditions“ festgelegt wurde (Armitage 1999).  
 
Die Durchführung der Studie erfolgte gemäß der 6. Revision der Deklaration von 
Helsinki von 2008 und nach Zustimmung der Ethikkommission der Universität Jena. 
Jeder Proband erklärte vor Studienbeginn schriftlich sein Einverständnis zur 
Teilnahme an der Studie. 
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4.2 14BGewinnung der Sulkusflüssigkeit 
Die Probenentnahme der Sulkusflüssigkeit erfolgte immer vormittags, ca. 2- 3 
Stunden nach Einnahme des Frühstücks. Dabei wurde die Sulkusflüssigkeit durch 
ein Auswaschen an der jeweils größten Sondierungstiefe eines jeden Quadranten 
entnommen. Zuvor wurde die entsprechende Region durch Anwendung eines 
Luftbläsers leicht getrocknet  und durch Watterollen vor einer akzidentellen 
Speichelkontamination geschützt. 
Für das Auswaschen wurde eine mit 10µl 0,9%iger NaCl-Lösung befüllte 
Mikropipettenspitze vorsichtig in Sulkus eingeführt und ungefähr 1 mm unterhalb des 
Gingivalrandes platziert (Sigusch et al. 1992, Guentsch et al. 2011).  
Es erfolgte dann die dreimalige Applikation und Wiederaufnahme von 10µl 0,9%iger 
NaCl-Lösung in den Sulkus. Die so gewonnene Sulkusflüssigkeit eines jeden 
Patienten (insgesamt ca. 120µl), wurde in einem Eppendorfgefäß gesammelt und bis 
zur Analyse der Proben tiefgekühlt bei -20°C gelagert. 
 
4.3 15B estimmung der Enzymaktivitäten von neutrophiler Elastase und 
Proteinase 3 
4.3.1 28BNeutrophile Elastase 
Die Enzymaktivität der neutrophilen Elastase wurde mit Hilfe einer chromogenen 
Substanz ermittelt. Als Substrat diente N-Methoxysuccinyl-Ala-Ala-Pro-Val-p-
Nitroanilid (MeoSuc-AAPV-pNA) (Sigma, München), aus dem die Freisetzung von p-
Nitroanilid nach enzymatischer Spaltung bestimmt wurde. 
Die Analyse erfolgte in Mikrotiterplatten. Pro Well wurden 10µl Sulkusflüssigkeit zu 
140µl einer vorab hergestellten Substratlösung pipettiert. Die Substratlösung enthielt 
0,75 mM (Endkonzentration) Substrat (N-MeoSuc-AAPV-pNA) in 50 mM Tris-HCl-
Puffer (pH 7,5). Das Gesamtreaktionsvolumen betrugt 150µl. 
Die bei der enzymatischen Spaltung freigewordene Menge von p-NA führt aufgrund 
eines konzentrationsabhängigen gelblichen Farbumschlages zu einer 
Abschwächung der Strahlung nach Durchqueren der Lösung. 
Diese Absorptionsänderung der kompletten Mikrotiterplatte wurde im Spektrometer 
Spectromax 250 (Molecular Device Corp., Sunnyvale, USA) bei einer Wellenlänge 
von λ=405nm über einen Zeitraum von 30 min kontinuierlich gemessen. Die 
Einheiten für die Aktivität der Neutrophilen Elastase entsprachen dem Anstieg der 
Absorption pro Minute. 
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4.3.2 29BProteinase 3 
Die Aktivität der Serinprotease Proteinase 3 wurde mittels des Substrates  2-
Aminobenzoyl-Gly-Val-Ala-Asp-NortValine-Ala-Asp-Tyr-Gln-Lys(2,4-Dinitrophenyl-)-
Asp-amide (Abz-GVADnVADYQ-Y(NO2)-D, (zur Verfügung gestellt von Jan 
Potempa) ermittelt.  
 
Für die Analyse wurden wiederum 10 µl der gewonnen Sulkusflüssigkeit  zu 140µl 
einer vorab hergestellten Substratlösung gegeben. Die Substratpufferlösung lag in 
einer abschließenden Konzentration von 50µM Substrat (GVADnVADYQ-Y(NO2)-D) 
in  0,1 M Tris-HCl, 5 mM EDTA, 0,15 M NaCl sowie 0,05% Tween-20,5% 
Dimethylforamid (pH 7,5) vor. 
  
Die Messung der Proteaseaktivität erfolgte mittels eines Spectramax GEMINI XS 
(Molecular Device Corp., Sunnyvale, USA). Hierbei wurde der bei der 
Substrathydrolyse entstehende Fluoreszenzanstieg in dem Wellenlängenbereich 
λex= 320nm bis λem=420nm über 3 Stunden bei 37°C detektiert. Die Aktivität der 
Proteinase 3 wurde in relativem Fluoreszenzanstieg pro Minute ausgedrückt. 
 
4.4 16BMikrobiologischer Nachweis des parodontopathogenen Keimspektrums 
4.4.1 30BVorbereitung: DNA-Extraktion aus der Sulkusflüssigkeit 
Zunächst wurde die DNA aus 5 µl der gewonnenen Sulkusflüssigkeit isoliert. Dafür 
wurde ein universeller DNA-Extraktionskit ( Genomic Mini, A&A Biotechnology, 
Gdynia, Poland) entsprechend den Herstellerangaben angewendet.  
 
Isolationsprinzip 
Die DNA Extraktion aus dem Untersuchungsmaterial erfolgt durch Lyse der im 
Probenmaterial enthaltenen Zell- und Gewebsanteile und Denaturierung der darin 
enthaltenen DNA durch Proteinase K und chaotrophische Salze. 
In einem weiteren Schritt werden nun DNA und die gelösten Zellbestandteile 
voneinander getrennt. 
Dabei macht sich der Test die Eigenschaft zu Nutze, dass die herausgelösten, 
denaturierten DNA-Fragmente sich in mit chaotrophen Salzen gesättigten Lösungen 
an Siliziumdioxidoberflächen (Filter) anlagern, Die gelösten Zellen- oder 
Gewebeanteile passieren den Glasfasermatrixfilter jedoch ohne weitere Bindung. 
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Probenvorbereitung 
In jedes Probenröhrchen wurden 5 µl Sulkusflüssigkeit und 100 µl Tris-Buffer(10 nM 
TrisHCl pH 8,5) pipettiert, für 30s gevortext und kurzzeitig anzentrifugiert 
Danach wurden 200µl Total-Lysis Puffer und 20µl Proteinase K aus dem Testkit 
entnommen, zu jedem Probenröhrchen hinzugefügt, die Proben gevortext (20s). 
Abschließend erfolgte dann eine Inkubation für 20 min bei 37°C und für 5 min bei 
70°C  
 
DNA-Isolation 
Die Probenröhrchen wurden für 2 min bei 14‘000 U/min zentrifugiert. Der 
entstandene Durchfluss wurde in dem Auffanggefäß des Filter-Tube gesammelt.  
Nach nochmaliger Zentrifugation (1 min bei 14‘000 U/min) wurde erneut der 
Durchfluss verworfen und das Filter-Tube wieder in das Auffanggefäß eingesetzt und 
500 µl Washpuffer A1 hinzupipettiert und erneut zentrifugiert ( 2 min bei 
14‘000U/min). 
Um die DNA herauszulösen, wurde das Auffanggefäß verworfen, das Filter-Tube in 
ein sauberes 1,5ml Eppendorf-Tube eingesetzt und 100 µl Tris-Buffer ( vorgewärmt 
auf 75°C) zugefügt. 
Nach 5 minütiger Inkubation bei Raumtemperatur und nochmaliger Zentrifugation (1 
min bei 14‘000U/min) wurde das Filter-Tube verworfen und das die isolierte DNA-
enthaltende Reaktionsgefäß verschlossen. 
Die gewonnene DNA wurde für das DNA-Strip-Verfahren und für die real-time PCR 
eingesetzt. 
 
 
4.4.2 31BDNA-Strip zur Bestimmung der vorhandenen parodontalpathogenen 
Bakterien 
Die Bestimmung der vorhandenen parodontalpathogenen Erreger erfolgte mittels 
DNA-Strip-Technologie micro-IDent96  (Hain Lifescience, Nehren, Germany) nach 
Herstellerangaben. Dieser Test ermöglicht den Nachweis für die fünf am häufigsten 
vorkommenden Bakterienspezies, die am signifikantesten die parodontale 
Gewebedestruktion und inflammatorische Abwehrreaktion beeinflussen (S. 39, 
Abb.1). 
 32 
 
Abbildung 1: micro-IDent® Teststreifen  der Fa. Hain Lifescience gibt Auskunft über 
Vorkommen und Konzentration von 5 parodontopathogenen Spezies 
Nachweisbare Bakterienspezies:  
o A. actinomycetemcomitans 
o P. gingivalis 
o P. intermedia 
o T. forsythia 
o T. denticola 
 
Zur Vervielfältigung der zuvor isolierten DNA wurde zunächst eine Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) mittels des, von Hain Life Science, im Kit mitgelieferten 
Primer-Nukleotid-Mixes durchgeführt. 
Zuerst wurde der benötigte Master-Mix für die benötigte Probenanzahl (+10% 
Pipettierverlust) hergestellt. Dafür wurden in jede Probe 17,5 µl Primer-Nukleotid-
Mischung (micro-IDent), 2,5 µl 10x PCR-Puffer, 2,5 µl 25 mM MgCl2 und 1 U 
thermostabile DNA-Polymerase (Fermentas Life Science, St. Leon-Rot, Germany) 
zugegeben. Anschließend wurde zu jeder Probe noch 2,5 µl  der zuvor isolierten 
Sulkusflüssigkeits-DNA hinzupipettiert.  
Die 25 µl Gesamtvolumen der Reaktionslösung, die der PCR zugeführt wurden, 
bestanden aus 2,5 µl isolierter DNA als Kopiervorlage und 22,5 µl Master Mix.  
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Die PCR wurde automatisch in einem Mastercycler (Eppendorf, Hamburg, Germany) 
durchgeführt. 
 
Zuerst erfolgte die initiale Denaturierung der enthaltenen DNA bei 95°C über einen 
Zeitraum von 5 min.  
Zur Amplifikation folgten 10 Zyklen mit Temperaturwechseln für 30 s bei 95°C f und 
2 min bei 60°C und 20 Zyklen mit Temperaturwechseln für 10 s bei 95°C sowie für 
jeweils 30 s bei 55°C und bei 72°C. Abschließend wurde das Reaktionsgemisch 
konstant für 10 min  bei 72°C inkubiert.  
 
Die anschließende reverse Hybridisierung erfolgte ebenfalls nach 
Herstellerangaben. Dazu wurden die DNA-Amplifikate denaturiert und bei 45°C  mit 
dem Hybridisierungspuffer und den mit RNA-Sonden der jeweiligen 
Bakterienspezies beschichteten Test-Streifen für 30 min inkubiert.  
Nach Bindung der PCR-Bruchstücke mit ihren jeweiligen Komplementärbanden auf 
dem Teststreifen wurde durch Waschen, jegliche unspezifisch gebundene DNA 
entfernt.  
 
Zur Visualisierung der Hybridisierungsergebnisse wurde mit Streptavidin konjugierte 
alkalische Phosphatase hinzugefügt. Diese wurde nach erneutem Waschen mit 
ihrem Substrat aktiviert und die jeweiligen Reaktionsbanden wurden sichtbar. 
Die Auswertungsstreifen besitzen zwei Kontrolllinien und 5 speziesspezifische 
Banden. Eine Kontrollbande dient als Amplifikationskontrolle und die andere zur 
Kontrolle des Hybridisierungsvorganges.  
 
Abschließend wurden die Teststreifen auf den micro-IDent Auswertungbögen 
festgeklebt und die Bandenintensität  bestimmt (Eick et al. 2011). 
Zur quantitativen Analyse wurden die Teststreifen mit Adobe Photoshop Elements 9 
(Adobe Systems, San Jose, CA) eingescannt und der Kontrast mittels Autokontrast 
angepasst. Danach wurde die Farbintensität jeder Bande in Relation zur Intensität 
des weißen Untergrundes und der Konjugatkontrolle  des Teststreifens prozentual 
ins Verhältnis gesetzt. 
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4.4.3 32BRealtime-PCR zur Bestimmung der Keimzahlen von P.gingivalis 
Zusätzlich wurde die Real-time PCR genutzt um die Menge der vorhanden 
P.gingivalis – Keimzahlen zu bestimmen. Dabei wurde der von Ashimoto  
(Ashimoto et al. 1996) beschriebene Primer, der GoTaq qPCR Master Mix 
(Promega AG, Dübendorf, Switzerland) zu der DNA gegeben. Die Amplifikation und 
Auswertung erfolgt mittels 7500 Real time PCR System (Applied Biosystem-Life 
Technologies, Carlsbad, CA, USA). 
Als Positivkontrolle diente der P. gingivalis–Stamm ATCC 33277 mit 102-107 Zellen 
pro Probe. 
 
4.5 17BEnzymaktivität der Arginin-spezifischen Gingipaine (Rgp) 
Die Enzymaktivität der Gingipaine RgpA und RgpB in der Sulkusflüssigkeit wurde 
mittels des chromogenen Substrates N-Benzoyl-L-Arginine-p-Nitroanilide (BApNA) 
(Sigma, St. Louis, MO, USA).  
Dafür wurden in jedes Well einer Mikrotiterplatte 2,5 µl einer jeden 
Sulkusflüssigkeitsprobe in 47,5 µl HEPES-Pufferlösung mit 10 mM L-Cystein gelöst 
und für 5 Minuten bei 37°C präinkubiert.  
Das vorhandene L-Cystein wurde zuvor mit Na(OH) neutralisiert. Danach erfolgte die  
Zugabe von 100 µl Substratpufferlösung zu einem Gesamtreaktionsvolumen von 
150 µl. 
Die Substratpufferlösung enthielt 0,75µl BApNA 0,5mM, 6,75 µl DMSO und 92,5 µl 
Tris-HCl 50mM mit10 mM L-Cystein ,pH 7,5.  
Für die Positivkontrollen wurden in jedes Well der Mikrotiterpaltte 3,0 µl einer Lösung 
aus 50 mM RgpA bzw. RgpB, TNCT-Puffer mit 10 mM L-Cystein gegeben. Zuvor 
wurden die Cysteinproteasen für 15 min bei 37 ° C mit dem TNCT-Puffer mir 10mM 
L-Cystein aktiviert.  
Danach erfolgte auch bei den Postivkontrollen die Zugabe von 47 µl HEPES-Puffer 
mit 10mM L-Cystein und 100 µl der oben beschriebenen Substratpufferlösung. 
 
Für jede Sulkusflüssigkeitsprobe wurden doppelte Versuchsreihen durchgeführt. 
 
Die Messung der amidolytischen Aktivität erfolgte direkt nach Hinzufügen der 
Substratpufferlösung zu dem Untersuchungsmaterial 
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Die spektrofotometrische Messung der Freisetzung von p-Nitroanilid wurde durch die 
Absorptionsänderung der kompletten Mikrotiterplatte im Spektrometer Spectromax 
250 (Molecular Device Corp., Sunnyvale, USA) bei einer Wellenlänge von λ=405nm 
kontinuierlich über eine Zeitraum von 60 min durchgeführt. 
 
 
4.6 18B estimmung der Protease-Inhibitoren SLPI und Elafin 
4.6.1 33BSecretory leukocyte protease inhibitor 
Die Menge des SLPI in der gewonnenen Sulkusflüssigkeit wurden mit Hilfe eines 
ELISA Test-Kit (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) bestimmt. Die 
Sulkusflüssigkeit wurde 1:100 mit Probenpuffer verdünnt in die Mikrotiterplatte 
appliziert und anschliessend wurde nach Herstellerangaben vorgegangen. Die 
Nachweisgrenze des Kits lag bei 100 pg/ml. 
 
4.6.2 34BElafin 
Der Nachweis von Elafin wurde mit Hilfe eines Western Blots durchgeführt.  
Beim Western Blot werden die Proteine nach elektrophoretischer Auftrennung in 
einem Gel an ihrer darauf befindlichen Position, auf einer stabilen Membran fixiert 
und anschließend durch spezifische Antikörper nachgewiesen. 
 
Zur Vorbereitung der Proben für die darauf folgende Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 
wurden 3 µl einer jeden Sulkusflüssigkeit zunächst mit einem Tricine-Sample-Buffer 
2X (0,125mM Tris-HCl, pH 6,8 , 20% Glycerol, 4% SDS, 5% Mercaptoethanol) zu 
einer Gesamtmenge von 24 µl verdünnt. Als Positivkontrolle wurde 1 µl Elafin (50 
ng)  mit dem oben beschriebenen Tricine-Sample-Buffer 2X ebenfalls zu einer 
Gesamtmenge von 24 µl verdünnt. 
 
Zur Gelvorbereitung wurden zwei rechteckige Glasplatten mit einem Abstandshalter 
in einen Ständer eingespannt. 
Anschließend  wurde die Trenngellösung aus 15% Acrylamid- und Bisacrylamid-
Monomere sowie 3M Tris-HCl, pH 8,45 und 0,3% SDS hergestellt. Nach Hinzufügen 
von 70 µl APS (Polymerisationsinitiator) und 7 µl TEMED 
(Polymerisationskatalysator)  wurde die Mischung  in ungefähr ¾ des Spaltraumes 
zwischen den Glasplatten gefüllt und mit Isopropanol  zur Ausbildung einer geraden 
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Kante und Inhibitionsschicht übergossen. Dieses erste Gel dient als eigentliches 
Trenngel für die Proteinbanden. 
Nach der Polymerisation des ersten Gels wurde die zweite Gellösung mit 4% 
Polyacrylamid, 3M Tris-HCl,pH 8,45 und 0,3% SDS hergestellt. Wieder wurden 70 µl 
APS und 7 µl TEMED zur Reaktionsinitiation hinzugefügt und die Lösung zwischen 
die Glasplatten eingefüllt und ein Plastikkamm am oberen Ende der Glasplatten 
eingelegt. Dieses Gel dient als Abstandshalter zwischen dem Untersuchungmaterial 
und dem Trenngel sowie als Organisationszone der in den Proben enthaltenen 
Proteine, damit eine bereits geordnete Formation der Proteine das Trenngel erreicht. 
Nach der Polymerisation konnte der Kamm entfernt werden, wodurch die 
Vertiefungen zur Aufnahme der Sulkusflüssigkeitproben entstanden. Die 
vorbereiteten Probenlösungen wurden nun in die Vertiefungen eingebracht. 
 
Proteine enthalten sowohl saure Carboxyl- als auch basische Aminogruppen. Diese 
bestimmen auch ihre positive oder negative Gesamtladung. Deshalb wird die 
Auftrennung der Proteine in der Gelelektrophorese sowohl durch den pH-Wert der 
sie umgebenden Lösung, als auch durch die Anzahl der vorhandenen Carboxyl- und 
Aminogruppen bestimmt. Die Anodenpuffer 2X (0,2M Tris, pH 8,8) und 
Kathodenpuffer 2X (0,1M Tris-Tricine, pH 8,25 und 0,1% SDS) wurden hergestellt. 
Die mit den jeweils 8 Proben, einer Elafin - Positivkontrolle und einem 
Molekülmarker (SeeBlue Plus2, Invitrogen, Hamburg) für das Molekulargewicht 
beladenen Polyacrylamidgele wurden dann vertikal zwischen dem Anoden- und 
Kathodentank in einem MiniVE Vertical Electrophoreses System (GE Healthcare) 
eingespannt und die Puffer eingefüllt. 
 
Gelelektrophorese 
Die anschließende Natrium-Dodecyl-Sulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-
PAGE,15% Acrylamid), wurde in einem Tris - Tricine diskontinuierlichen 
Puffersystem für 15 min bei 80V und für 15 min bei 120V durchgeführt.  
Das diskontinuierliche Puffersystem, bei dem sowohl zwei verschiedene Gel-
Pufferlösungen, als auch unterschiedliche Anoden- und Kathodenpufferlösungen 
verwendet werde, um eine verbesserte Auftrennung der Proteine zu erreichen. Der 
eingesetzte TRIS-Tricine-Puffer ermöglicht eine Auftrennung auch sehr kleiner 
Peptide mit einem Molekülgewicht unter 10.000 Da.  
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Semi-Dry Blot 
Die mit den Proteinen beladenen Gele wurden zusammen mit einer aktivierten 
PVDF-Membran (Millipore, Schwalbach) in den Transfer-Buffer (25 mM Tris, 192 
mM Glycine, 20% Methanol, pH 8,3) für 10 min bei 4°C im Kühlraum inkubiert. Durch 
diesen Schritt wurde alles überschüssige SDS entfernt, welches für die 
Proteinbindung an der Membran nachteilig wäre. Beim nachfolgend durchgeführten 
Elektrotransfer in einem Semi-Dry-Blot wurden das Gel in direktem Kontakt mit der 
PVDF-Membran gebracht und sowohl ober- als auch unterhalb mit jeweils vier 
Lagen Filterpapier bedeckt. Alles wurde nun zwischen Anode und Kathode 
eingespannt und für 30 min bei 20 V einem elektrischen Feld ausgesetzt. Die in der 
Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine wurden hierbei durch ein senkrecht zum 
Gel gerichtetes elektrisches Feld auf die Membran übertragen. Nach Abschluss des 
Elektrotransfers waren die in der Markerbande dargestellten eingefärbten 
Molekülbanden auf die PVDF-Membran übertragen. Dies diente als optische 
Kontrolle für den erfolgreichen Durchlauf des Elekrotransfers aller Proteine. 
 
Antikörperkopplung 
Im nächsten Schritt  wurden zuerst die noch freien unspezifischen 
Proteinbindungsstellen auf den Membranen geblockt. Dazu wurden die PVDF - 
Membranen über Nacht mit 50 ml einer 2%-igen bovinen Serumalbumin Tris-HCl 
gepufferten Salzlösung mit 0,05% Tween 20 (TTBS) bei 4°C inkubiert. Das Albumin 
geht einen physikalischen Verbund mit der Membranoberfläche ein, beeinträchtigt 
die gebundenen Proteine jedoch nicht. 
Am nächsten Morgen erfolgte die Inkubation mit dem elafin-spezifischen, 
monoklonalem Antikörper (biotinisiertes anti-humanes Trappin-2 von Ziegen, (BAF-
1747; R&D, Wiesbaden-Nordenstedt; verdünnt 1:500 in 2% BSA-TTBS) für 60 min 
bei Raumtemperatur. Der Antikörper bindet spezifisch an das Zielprotein Elafin auf 
der Membranoberfläche. 
Die inkubierte PVDF-Membran wurde dann zur Entfernung aller ungebundenen 
Elafin-Antikörper 4-mal für jeweils 10 min mit TTBS gewaschen. 
Danach erfolgte Inkubation mit dem sekundären polyklonalen Antikörper 
Streptavidin-HRP (horseradish peroxidase) (1:20‘000; RPN-1231; GE Healthcare, 
München) für 60 min bei Raumtemperatur. Dieser sekundäre Antikörper bindet sich 
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unspezifisch an den primären Antikörper Trappin-2 und ist über Streptavidin mit der 
Meerettichperoxidase konjugiert.  
Es erfolgte ein erneutes vierfaches Waschen mit TTBS für jeweils 10 min zur 
Beseitigung jeglicher nicht gebundener sekundärer Antikörper, welche die spätere 
Ergebnisdarstellung verfälschen könnten. 
Anschließend wurde das Substrat ECL + (GE Healthcare) entsprechend den 
Herstellerangaben zu gleichen Teilen aus zwei Einzelkomponenten hergestellt und 
3ml des fertigen Substrates zur Reaktion mit der Streptavidin-HRP auf die 
Membranen gegeben.  
Das Substrat ECL+(enhanced Chemiluminescence) enthält den chemilumineszenten 
Farbstoff Luminol und Wasserstoffperoxid (H2O2) als Ausgangsstoff für die 
Meerettichperoxidase, die bei der enzymatischen Spaltung freiwerdenden Protonen 
oxidieren in einem mehrstufigen Prozess das vorher fast farblose Chromogen 
Luminol zu seinem farbigen Endprodukt unter Bildung von Wasser und Stickstoff.  
 
Das in der katalysierten Reaktion freigewordene und verstärkte Licht ist ein direktes 
Ergebnis der enzymatischen Aktivität der aktiven Meerettichperoxidase-Moleküle 
und damit direkt proportional zu der auf der Membran gebundenen Proteinmenge. 
 
Zur dauerhaften Darstellung und Sicherung wurden die lumineszierenden 
Proteinbanden durch Autoradiographie für 3 Minuten auf Röntgenfilme (Kodak) 
übertragen, entwickelt und fixiert. 
 
Die Lumineszenz der immunoreaktiven Elafin-Banden wurde semiquanitativ, durch 
die densitometrische Bestimmung der Intensität der Banden im Vergleich zur 
Positivkontrolle ermittelt und prozentual ins Verhältnis gesetzt. Hierbei fand das 
Programm Photoshop Elements 9 (Adobe Systems) Anwendung. 
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4.7 19BDatenanalyse 
Die klinischen Daten wurden als Mittelwert ± Standardabweichung dargestellt. 
Die Laborergebnisse wurden als Median mit Quartilen angegeben. 
Die Gruppen wurden mittels Kruskal-Wallis- und Mann-Whitney-Test statistisch 
verglichen. Die Korrelation zwischen den Variablen wurde mit Hilfe des Spearman-
Tests berechnet. Alle Berechnungen erfolgten mit der statistischen Software SPSS 
(PASW 18.0, SPSS, Chicago, IL, USA).  
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5 4BErgebnisse 
5.1 20BKlinische Werte 
Für die Kontrollgruppe der parodontal-gesunden Studienteilnehmer konnten neun 
Personen, fünf Männer und vier Frauen mit einem mittleren Alter von 33,2 ± 9,8 
Jahren gewonnen werden. 
Die Gingivitisgruppe bestand aus sieben Personen mit einem mittleren Alter von 
38,6 ± 7,8 Jahren und einem Mann : Frau-Verhältnis von 3:4. 
Die größte Gruppe war mit zehn Probanden, die der chronischen Parodontitis, die 
ein mittleres Alter der Patienten von 46,3 ± 13,1 Jahren aufwies und aus fünf 
Männern und fünf Frauen bestand. 
Die Gruppe der aggressiven Parodontitis hatte ein Mann : Frau-Verhältnis von 3:2 
und ein mittleres Alter von 39,4 ± 8,6 Jahren.  
Die demographischen und klinischen Daten der Patienten sind in Tabelle 1 
zusammengefasst. 
 
Tabelle 1: Demografische und Klinische Daten 
 
Die Anzahl der vorhandenen Zähne war in allen Untersuchungsgruppen mit  
mindestens 27 Zähne pro Proband, annähernd gleich, d.h. alle Probanden waren 
nahezu vollbezahnt. 
Die beiden Parodontitisgruppen wiesen erhöhte Sondierungstiefen zwischen 4,40-
4,67 mm auf.  
Sowohl in der Gingivitisgruppe als auch in den Gruppen mit chronischer und 
aggressiver Parodontitis waren gegenüber der gesunden Kontrollgruppe deutlich 
 Kontroll-
gruppe 
n=9 
 
Gingivitis 
n=7 
Chronische 
Parodontitis 
n=10 
Aggressive 
Parodontitis 
n=5 
Alter (MW ± SD) 
(Jahren) 
33.2 ± 9.8 38.6 ± 7.8 46.3 ± 13.1 39.4 ± 8.6 
Geschlecht (m:w) 5:4 3:4 5:5 3:2 
ST (MW ± SD) (mm) 1.65 ± 0.37 2.23 ± 0.78 4.43 ± 0.74 4.67 ± 0.88 
BOP (MW ± SD) (%) 7.20 ± 10.65 80.34 ± 9.88 91.12 ± 20.24 89.67 ± 10.54 
Zahnanzahl (MW ± SD) 27.80 ± 2.23 28.33 ± 1.63 27.33 ± 2.89 27.31 ± 2.43 
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erhöhte Blutungsindizes als Ausdruck der Aktivität des Entzündungsgeschehens 
feststellbar. Den höchsten Blutungsindex mit 91,12% hatte die CP-Gruppe.  
 
5.2 21BAktivität der Serinproteasen neutrophile Elastase und Proteinase 3 
 
Die Aktivität der neutrophilen Elastase variierte nur gering zwischen den einzelnen 
Gruppen (Abb. 2). Die höchsten Aktivitätswerte wurden in der Gingivitisgruppe 
gemessen, die Enzymaktivitäten in den Sulkusflüssigkeitsproben der Gruppen CP 
und AP war jedoch nur geringfügig niedriger.  
 
Die AP-Gruppe wies vereinzelt hohe Werte auf, im Median wurden hier aber sehr 
niedrige Enzymaktivitäten festgestellt. 
 
Ein signifikanter Unterschied der Enzymaktivität konnte lediglich für die gesunde 
Kontrollgruppe im Vergleich zur Gingivitisgruppe gefunden werden (p=0,03).  
 
Abbildung 2: Enzymaktivität ( Median, Quartile, 10 und 90 Procentile sowie Ausreißer) der 
neutrophilen Elastase bestimmt mittels Absorbtionsänderung  des chromogenen Substrates 
(N-MeoSuc-AAPVpNA) bei λ=405 nm über 30 min unterteilt in die einzelnen 
Untersuchungsgruppen. 
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Auch die Aktivität der Proteinase 3 zeigt eine ähnliche Tendenz zwischen den 
einzelnen Untersuchungsgruppen (Abb. 3, S. 53). 
Das Aktivitätsmaximum wurde in der Gingivitisgruppe gemessen, die Aktivitäten in 
der Gruppe CP und AP waren geringer. In der AP-Gruppe ist wiederum eine große 
Spannbreite bei niedrigem Median auffällig.  
 
Die geringsten Aktivitäten der Proteinase 3 konnte in der Sulkusflüssigkeit der 
parodontal Gesunden detektiert werden. Jedoch verfehlte hier der  
Aktivitätsunterschied zwischen der Gingivitisgruppe und der Kontrollgruppe knapp 
die statistische Signifikanz (p=0,07). 
 
Abbildung 3: Bestimmung der mittleren Enzymaktivität (Median, Quartile, 10 und 90 
Percentile sowie Ausreißer) der Proteinase 3 mittels der Absorptionsänderung bei 
λ=320/420 nm/min für 30 min für das chromogene Substrat  (Abz-GVADnVADYQ-Y(NO)2-D) 
unterteilt in die einzelnen Untersuchungsgruppen.  
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5.3 22BMikrobiologischer Nachweis des parodontopathogenen Keimspektrums 
Für die parodontalgesunde Kontrollgruppe konnte keine der fünf ausgewählten 
Bakterienspezies, die im Zusammenhang mit der parodontalen Entzündungsreaktion 
stehen, nachgewiesen werden. In den Untersuchungsgruppen mit parodontaler 
Erkrankung (Gingivitis, CP und AP) wurden alle der fünf untersuchten 
Bakterienspezies mehr oder weniger oft detektiert.  
  
5.3.1 35BAggregatibacter actinomycetemcomitans 
A. actinomycetemcomitans konnte bei zwei Patienten (40%) mit AP und bei 2 
Patienten (20%) mit CP nachgewiesen werden (Abb. 4). Bemerkenswert ist, dass bei 
einem Patienten mit AP sehr hohe Keimbelastungen an A. actinomycetemcomitans 
ohne Nachweis der anderen untersuchten Bakterienspezies detektiert wurden. Sein 
Auftreten war stets mit einer hohen bzw. sehr hohen Bandenintensität assoziiert. 
 
 
Abbildung 4: Darstellung der Häufigkeitsverteilung der relativen Bandenintensität beim 
Nachweis von A. actinomycetemcomitans  mittels DNA-Strip-Technologie.  
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5.3.2 36BPorphyromonas gingivalis 
P. gingivalis wurde bei der Hälfte der Ginigivitispatienten und bei mehr als 80% der 
Patienten mit Parodontitis (AP und CP) nachgewiesen (Abb. 5). Dabei war die 
größte Keimbelastung in der Sulkusflüssigkeit der Patienten mit AP (Mittel 1,07x106) 
in der PCR nachweisbar (Abb. 6, S. 45). 
Die zweithöchste Belastung (2,27x105) wurde bei Patienten mit CP ermittelt, gefolgt 
von der Gingivitisgruppe, die die geringsten Bakterienzahlen aufwies (Mittel: 
1,40x103). 
Das Vorhandensein einer Bande für die Bakterienart P. gingivalis auf dem 
Teststreifen der DNA-Strip-Technologie korrelierte mit dem Nachweis einer positven 
Keimbelastung in der Real-time PCR. Der Korrelationskoeffizient R nach Spearman 
für den quantitativen Bakteriennachweis beider Methoden war 0,952( p< 0,001). 
 
 
Abbildung 5: Darstellung der Häufigkeitsverteilung der relativen Bandenintensität beim 
Nachweis von P.gingivalis mittels DNA-Strip-Technologie.  
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Abbildung 6: Quantitativer Nachweis der Keimbelastung mit P.gingivalis mittels Real-time-
PCR.  
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5.3.3 37BTannerella forsythia 
T. forsythia war in allen drei Gruppen mit parodontaler Erkrankung (Gingivitis, CP 
und AP) sehr häufig vertreten und trat in jeder der Gruppen mit einer Prävalenz von 
mindestens 80% auf (Abb. 7). 
In der Gingivitisgruppe wurde der Keim am häufigsten (86%) und mit der stärksten 
Bandenintensität auf dem micro-IDent-Teststreifen nachgewiesen. 
In der CP-Gruppe war trotz gleicher Prävalenz (80%), insgesamt eine geringere 
Bandenintensität als in AP-Gruppe ersichtlich. 
 
 
Abbildung 7: Darstellung der Häufigkeitsverteilung der relativen Bandenintensität beim 
Nachweis von T. forsythia mittels DNA-Strip-Technologie  
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5.3.4 38BTreponema denticola  
Bei fast 2/3 aller Patienten ( > 60%) mit parodontaler Erkrankung konnte T. denticola 
nachgewiesen werden. Dabei war die mittlere prozentuale Bandenintensität in der 
Gingivitisgruppe am höchsten und in der CP-Gruppe am kleinsten (Abb. 8). 
 
Abbildung 8: Darstellung der Häufigkeitsverteilung der relativen Bandenintensität beim 
Nachweis von T. denticola mittels DNA-Strip-Technologie.  
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5.3.5 39BPrevotella intermedia 
P. intermedia wurde zwar in allen Gruppen mit parodontaler Erkrankung (Gingivitis,  
AP und CP) nachgewiesen, jedoch wurde das Bakterium insgesamt nur in sehr 
wenigen Proben und bis auf einen Fall in der CP – Gruppe auch nur in 
verhältnismäßig geringen Konzentrationen nachgewiesen. (Abb. 9) 
Die geringste Bandenintenstität wurde in der Gruppe Gingivitis nachgewiesen, 
gefolgt von AP und der größten Intensität in CP. 
Sowohl in der Gingivitis- (14%) als auch in der AP – Gruppe (20%) wurde P. 
intermedia nur bei jeweils einem Patienten nachgewiesen. 
In der CP-Gruppe wurde der Keim bei 40% der erkrankten Patienten detektiert. 
 
 
Abbildung 9: Darstellung der Häufigkeitsverteilung der relativen Bandenintensität beim 
Nachweis von P. intermedia mittels DNA-Strip-Technologie.         
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5.4 23BEnzymaktivität der argininspezifischen Cysteinproteasen  
Die Enzymaktivität der argininspezifischen Cysteinproteasen war in der 
Patientengruppe mit chronischer Parodontitis am höchsten 0,18 U (Abb. 10) und im 
Vergleich zur festgestellten Enzymaktivität in der gesunden Kontrollgruppe signifkant 
erhöht (p=0,028).  
 
Abbildung 10: Bestimmung der Enzymaktivität (Median, Quartile, 10 und 90 Percentile 
sowie Ausreißer) der Cysteinproteasen RgpA und RgpB mittels Absorbanzmessung des 
chromogenen Substrates BApNA bei λ=405nm/min unterteilt nach Untersuchungsgruppen.          
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5.5 24BProteasen-Inhibitoren 
5.5.1 40BSecretory Leucocyte Protease Inhibitor 
Der Proteaseinhibitor SLPI wurde in der gesunden Kontrollgruppe in relativ hohen 
Konzentrationen und in den Gruppen mit parodontaler Erkrankung (Gingivitis, CP, 
AP) in geringeren Mengen mit Hilfe des ELISA-Tests nachgewiesen (Abb.11). 
Ein statistisch signifikanter Unterschied (p=0,043) konnte zwischen der gesunden 
Kontrollgruppe und der Gruppe CP ermittelt werden. 
 
Abbildung 11: Nachweis der Konzentration (Median, Quartile, 10 und 90 Percentile sowie 
Ausreißer) des Proteaseinhibitors SLPI mittels ELISA unterteilt in die Erkrankungsgruppen. 
 
5.5.2 41BElafin 
Die Konzentration des von gingivalen Epithelzellen ausgeschütteten 
Proteaseinhibitors Elafin wurde mit Hilfe von spezifischen Antikörpern mit einem 
Western Blots bestimmt. 
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In der Chemolumineszenz konnte in den Gruppen Gingivitis (Abb. 12), AP und CP 
(Abb. 13) Proteinbanden dargestellt werden. In der Sulkusflüssigkeit der gesunden 
Kontrollgruppe wurden keine Proteinbanden detektiert. (Abb. 12) 
Die mitgelaufene Postitivkontrolle von 1µg Elafin erschien auf jedem Röntgenbild der 
Western-Blot-Membranen kurz unterhalb der 10kDa des Markers und ist ein Beweis 
für den korrekten Untersuchungsablauf.  
 
 
Abbildung 12: Darstellung der detektierten Proteinbanden für die gesunde 
Kontrollgruppe(links) und Gingivitis (rechts)nach 3-minütiger Belichtung der Western-Blot-
Membranen auf Filmmaterial. Kontrollgruppe (linkes Bild) ohne Elafinnachweis. 
Gingivitisgruppe (rechtes Bild) mit nur zwei positiven Sulkusflüssigkeitsproben und dem 
Intensitätsmaximum um die 14kDa Bande. Postiivkontrolle mit 1µg Elafin unterhalb der 
10kDa Markierung.  
 
Abbildung 13: Darstellung der detektierten Proteinbanden für die Gruppe AP (linkes Bild) 
und CP (rechtes Bild) nach 3-minütiger Belichtung der Western Blot-Membran auf 
Filmmaterial. Gruppe AP zeigt in allen Proben eine ähnliche Bandenverteilung und Intensität 
zwischen 14 – 26kDa. Elafin ist nicht in allen CP-Proben positiv und zeigt engere 
Gruppierung der Banden um die 14kDa Markierung mit eine geringer Bandenintensität. Die 
 52 
Postivkontrolle mit 1 µg Elafin zeichnet sich deutlich kurz vor der 10 kDa Markierung auf 
beiden Röntgenbildern ab.  
 
Die ermittelten Elafinintensitäten für alle Gruppen mit parodontaler Erkrankung 
unterschieden sich signifikant zur Kontrollgruppe. (Gingivitis (p=0,004), AP (p=0,001) 
und CP(p=0,008)) 
Die größte Konzentration an Elafin in der Sulkusflüssigkeit wurde in der Gruppe mit 
AP gefunden. Verglichen mit der AP-Gruppe, kam Elafin bei Patienten mit CP 
(p=0,040)  und Gingivitis (p=0,042) in deutlich geringeren Konzentrationen vor.  
 
Die nachgewiesenene Elafinkonzentrationen in der Gingivitis- und CP-Gruppen 
unterschieden sich jedoch nur geringfügig (Abb. 14). 
 
Abbildung 14: Prozentuales Verhältnis (Median, Quartile, 10 und 90 Percentile sowie 
Ausreißer) des im Western-Blot detektierten Elafin unterteilt in die einzelnen Gruppen.       
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5.6 25BAssoziation zwischen Serinproteasen, Serin-Proteaseinhibitoren und P. 
gingivalis  
Von insgesamt 31 untersuchten Sulkusflüssigkeitsproben konnte für 17 Proben 
(54%) ein positiver Nachweis für P. gingivalis geführt werden.  
In diesen positiven Proben wurde auch eine höhere Aktivität der neutrophilen 
Elastase  (Abb. 15) und der Proteinase 3 nachgewiesen, die jedoch lediglich für die 
Proteinase 3 (p=0,035) statistisch signifikant gegenüber den P. gingivalis negativen 
Proben erhöht war (Abb. 15). 
 
 
Abbildung 15: Beziehung zwischen dem Vorkommen von P.gingivalis in der 
Sulkusflüssigkeit und der Aktivität der neutrophilen Elastase und der Proteinase 3.   
Jedoch ergab sich eine deutliche Korrelation sowohl zwischen der Aktivität der 
neutrophilen Elastase (p=0,008 ; p <0,01)) als auch der Proteinase 3 (p=0,003; p< 
0,01) und dem Vorhandensein von P. gingivalis in der Sulkusflüssigkeit.  
Auch zwischen den Enzymaktivitäten der beiden Proteasen NE und PR3 ist eine 
starke, direkte Korrelation erkennbar (p=0,000). 
 
Die Konzentrationen der beiden Proteaseinhibitoren SLPI und Elafin korrelierten 
reziprok zueinander (R=-0,378; p=0,036).  
Elafin korrelierte statistisch signifikant mit P. gingivalis (R= 0.618; p=0,000). Auch 
der zweite untersuchte Proteaseinhibitor SLPI korreliert zwar mit P. gingivalis, ohne 
jedoch ein statistisch signifikantes Niveau zu erreichen (R= -0,320; p=0,079) (Abb. 
16).  
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Der SLPI-Nachweis mittels ELISA zeigt hohe Konzentrationen des 
Proteaseinhibitors in P. gingivalis-negativen Sulkusflüssigkeitsproben und signifikant 
niedrigere Konzentrationen in P. gingivalis- positiven Proben (p=0,026). Die 
Elafinkonzentrationen waren in den P. gingivalis positiven Proben gegenüber den 
negativen Proben signifikant erhöht (p=0,004).   
 
Abbildung 16: Beziehunbg zwischen dem Vorkommen von P.gingivalis in der 
Sulkusflüssigkeit und Konzentration von SLPI und Elafin im gingivalen Sulkus.   
Auffällig war weiterhin die starke Korrelation zwischen der Keimbelastung mit P. 
gingivalis und der Gingipainaktivität (R= 0,726; p=0,001) in der Sulkusflüssigkeit. 
Im Gegensatz dazu war jedoch keine Korrelation zwischen den Enzymaktiviäten der 
Serinproteasen und den Konzentrationen der Serinproteaseninhibitoren zu 
erkennen. 
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6 5BDiskussion  
6.1 26BMethodik 
 
In dieser Studie wurde das Patientengut auf Grundlage der klinischen erhobenen 
Daten und der daraus abgeleiteten Erkrankung in vier Untersuchungsgruppen 
einteilt. Die klinischen Daten zwischen den beiden Parodontitisgruppen  
unterschieden sich nicht. Auch der erhobene Blutungsindex BoP, als Kriterium für 
den Entzündungszustand der Gingiva zeigte keine Unterschiede zwischen den 
Patienten der Gingivitisgruppe und den beiden Parodontitisgruppen.  
Die Patienten mit aggressiver Parodontitis hatten ein Durchschnittsalter von 39,4 ± 
8,6 Jahre, welches höher als das normale Alter bei aggressiver Parodontitis ist. Alle 
Patienten der Parodontitisgruppen hatten eine generalisierte Form der Erkrankung, 
wobei die Erstdiagnose teilweise bis zu 20 Jahren zurücklag. 
 
In den Versuchen der vorliegenden Pilot-Studie wurde Sulkusflüssigkeit verwendet, 
die durch Waschen der Gingivasulci von den Studienteilnehmern gewonnen wurde.  
Das Auswaschen des Sulkus ist ein etabliertes wissenschaftlichen Verfahren, 
anhand dessen Bakterienbelastung und Enzymkonzentrationen bestimmt werden 
können und welches im Vergleich zur Sulkusflüssigkeitsgewinnung mittels 
Papierstreifen oder Papierspitzen auch eine quantitative Bestimmung der 
Gingipainkonzentration zulässt (Sigusch et al. 1992, Guentsch et al. 2011). 
 
Die Sulkusflüssigkeit, die in ihrer Zusammensetzung dem Blutplasma ähnelt 
(Curtis et al. 1990), spiegelt die immunologischen und entzündlichen Reaktionen 
sowie die spezifischen Wechselwirkungen zwischen Wirt und Mikroorganismen 
wider, die zu parodontalen Erkrankungen führen. (Imamura et al. 1994, Puklo et al. 
2008, Byrne et al. 2015).  
In den analysierten Proben war die Aktivität der neutrophilen Serinproteasen NE und 
PR3 in der Gingivitisgruppe am höchsten. Das Ergebnis einer höheren Aktivität der 
neutrophilen Elastase bei Patienten mit Gingivitis als auch bei Parodontitispatienten 
ist gegensätzlich zu Untersuchungen anderer Studien (Figueredo et al. 2005). Diese 
Unterschiede können teilweise auf unterschiedliche Methoden der 
Sulkusflüssigkeitsgewinnung zurückgeführt werden, da gezeigt wurde, dass diese 
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das Ausmaß der gewonnenen neutrophilen Elastase beeinflussen (Guentsch et al. 
2011). 
Zum Anderen sollte vermerkt werden, dass bei dieser Pilot-Studie nur eine geringe 
Zahl an Studienteilnehmern eingeschlossen wurde, welches die Aussagekraft der 
Ergebnisse einschränken könnte.  
Ergebnisse anderer Studien unterstreichen die Aussagekraft der neutrophilen 
Elastase und ihrer Aktivität in der GCF als diagnostischen Marker zur Einschätzung 
des Aktivitätszustandes parodontaler Entzündung und zur Bestimmung des 
Behandlungserfolges (Binder und Goodson 1987, Lamster et al. 1988, Yin et al. 
2010, Kretschmar et al. 2012). 
Die Aktivität der Proteinase 3 wurde bisher nur selten in Sulkusflüssigkeitsproben 
bestimmt. So kann eine nicht vorhandene Aktivität auf hereditäre Erkrankungen wie 
z.B. ein Papillon Lefèvre-Syndrom hinweisen (Eick et al. 2014). Die enge Korrelation 
zwischen der Aktivität der PR3 und der NE scheint auch die PR 3 als diagnostischen 
Biomarker für Erkrankungsaktivität und Erkrankungsprogression zu qualifizieren.  
 
Der Nachweis des in der Sulkusflüssigkeit vorhandenen parodontopathogenen 
Keimspektrums erfolgte mittels DNA-Strip Technologie. Der kommerzielle DNA-Test 
Kit ermöglicht den einfachen semiquantitativen Nachweis der 5 wichtigsten mit 
Parodontitis assoziierten Bakterienspezies (Moore und Moore 1994, Slots 1999, 
Lopez 2000, Lovegrove 2004, Socransky und Haffajee 2005), die eng miteinander 
vergesellschafteten Bakterienspezies des roten Komplexes (Socransky et al. 1998) 
P.gingivalis, T. forsythia und T. denticola; den schwarzpigmentierten P. intermedia 
des orangen Komplexes und  A. actinomycetemcomitans aufgrund seiner 
therapeutischen Relevanz. 
Aufgrund seiner herausgehobenen Stellung unter den parodontalpathogenen 
Erregern und des Studienkonzeptes zur Ermittlung der gingipainabhängigen 
Spaltung der Serinproteiaseinhibitoren wurde für P. gingivalis außerdem eine 
quantitative Bestimmung mittels Real-time PCR durchgeführt.  
Die DNA Strip-Technologie ist ein etabliertes Verfahren zum Nachweis der oben 
genannten Bakterien mit großer Korrelation der Ergebnisse gegenüber anderen 
nukleinsäure-basierten Verfahren (Haffajee et al. 2009, Eick et al. 2011). Dieses wird 
ebenfalls durch die gute Übereinstimmung der Ergebnisse des semiquantitativen 
und quantitativen Nachweises von P. gingivalis in dieser Studie untermauert. 
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Unsere Ergebnisse des mikrobiologischen Nachweises zeigen die große Assoziation 
von P. gingivalis, T. forsythia und T. denticola und bestätigen somit deren 
gemeinsames Vorkommen und unterstreichen die Relevanz des roten Komplexes 
für die Parodontopahien (Socransky et al. 1998). 
P. gingivalis wies dabei von allen drei Bakterien des roten Komplexes die höchste 
Prävalenz auf und konnte bei mehr als 80% bei chronischer und aggressiver 
Parodontitis nachgewiesen werden. Ähnliche Werte wurden auch durch Lopez 
(Lopez 2000) gefunden. 
Auch der quantitative Nachweis bestätigt die Dominanz von P. gingivalis bei 
aggressiver und chronischer Parodontitis so konnten im Mittel 1000-fach höhere 
Konzentrationen an koloniebildenden Einheiten (KBE) von P. gingivalis in 
Parodontitisgruppen gegenüber der Gingivitisgruppe gefunden werden. Dieses 
bestätigt Untersuchungen zur Zusammensetzung des oralen Biofilms in Bezug auf 
parodontale Erkrankungen, in denen bereits 10-fach höhere Konzentrationen an 
KBE den Unterschied zwischen Gesundheit und Erkrankung machen (Lovegrove 
2004). 
T. forsythia der mit großer Prävalenz in der Gingivitisgruppe und den 
Parodontitisgruppen nachgewiesen wurde, ist stark mit dem Übergang von 
parodontaler Gesundheit zur Parodontitis assoziiert (Tanner et al., 1998). Seine 
Rolle in der Pathogenese der Parodontits, ob als weiterer auslösender Faktor oder 
unterstützender Spätbesiedler, ist noch nicht abschließend geklärt (Li et al. 2004, 
Yang et al. 2004, Sharma 2010). 
Auch T. denticola trat mit hoher Prävalenz in allen Erkrankungsgruppen auf, konnte 
jedoch in besonders hohen Keimzahlen in der Gingivitisgruppe nachgewiesen 
werden. Sein Vorkommen korreliert mit dem von P.gingivalis und mit den klinischen 
Indizes BoP, ST und Attachmentverlust (Kigure et al. 1995, Sela 2001, 
Takeuchi et al. 2001, Socransky und Haffajee 2005, Dashper et al. 2011). 
 
A. actinomycetemscomitans wurde nur in wenigen Sulkusflüssigkeitsproben 
nachgewiesen. Obwohl er in der AP-Gruppe mit der größten Prävalenz auftrat, 
wurde er auch in der CP- und Gingivitisgruppe nachgewiesen. Dieses ist in 
Übereinstimmung mit anderen Untersuchungen (Slots und Ting 1999, Lopez 2000, 
Yang et al. 2005). Entgegen früherer Annahmen ist der Nachweis von A. 
actinomycetemcomitans weder das entscheidende Diagnosekriterium, noch der 
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alleinige krankheitsauslösende Faktor einer aggressiven Parodontitis (Nibali 2015). 
Eine Unterscheidung der einzelnen Serotypen a-f (Henderson et al. 2010, Raja et al. 
2014) und deren Verteilung auf die einzelnen Erkrankungsformen erfolgte aufgrund 
des Studiendesigns nicht.  
Auch der Nachweis von P. intermedia untermauert seine Assoziation mit 
parodontalen Erkrankungen. Seine geringen Keimzahlen im Vergleich mit den 
anderen parodontopathogenen Bakterienspezies sind in Übereinstimmung mit 
anderen Untersuchungsergebnissen (Lopez 2000, Torresyap et al. 2003). 
Sein gehäuftes Auftreten in der CP-Gruppe lässt einen Rückschluss auf mögliche 
Interaktionen mit P. gingivalis zu (Byrne et al. 2013, Byrne et al. 2015). 
Insgesamt zeigt der mikrobiologische Nachweis, vor allem der Spezies des roten 
Komplexes, die große Assoziation und Relevanz dieser Bakteriengruppe bei 
Initiation und Progression der parodontalen Erkrankung (Socransky et al. 1998, 
Lopez 2000, Kolenbrander 2000, Socransky und Haffajee 2005, Haffajee et al. 2008, 
Darveau et al. 2012). 
Insbesondere P. gingivalis und seinem Hauptvirulenzfaktoren, den Gingipainen fällt 
dabei eine Schlüsselrolle zu (Imamura 2003, Potempa et al. 2003, Guyot et al. 
2010). Er übt weitreichende pro-inflammatorische Einflüsse auf die 
Gefäßpermeabilität und Blutgerinnung aus (Imamura et al. 1994, Imamura et al. 
1997), fördert den Abbau von extrazellulären Matrixproteinen (Potempa et al. 2000, 
Imamura 2003), Zytokinen (Oleksy et al. 2002, Kobayashi-Sakamoto et al. 2003) 
Zelladhäsionsmolekülen (Tada et al. 2003) und Proteaseinhibitoren (Into et al. 2006, 
Kantyka et al. 2009, Yin et al. 2010, Laugisch et al. 2012, Kretschmar et al. 2012), 
um günstige Wachstumsbedingung schaffen und sich der Immunantwort zu 
entziehen. Seine potente Beeinflussung der angeborenen Immunabwehr (Potempa 
und Pike 2009) über den Abbau des CD14 – Rezeptors auf Makrophagen 
(Tada et al. 2002), Hemmung der Leukozytenaktiverung über der LPS-Rezeptor 
(Imamura et al. 1997) Modulation der Funktion neutrophiler Granulozyten 
(Hajishengallis et al. 2015, Olsen und Hajishengallis 2016) und über die 
Beeinflussung der Komplementfaktoren C3 und C5 (Wingrove et al. 1992, 
Jagels et al. 1996, Potempa und Pike 2009) führt zur einer Veränderung der 
Zusammensetzung und der Quantität der vorhandenen normalen oralen Mikroflora. 
Diese Veränderung der oralen kommensalen Mikroflora zeigt sich für den 
parodontalen Knochenabbau verantwortlich.  
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Das durch P. gingivalis verursachte Ungleichgewicht zwischen negativ modulierter 
Immunabwehr und dentaler Plaque scheint für die Initiation der Parodontits 
entscheidend zu sein, weshalb er als „Keystone pathogen“ für parodontale 
Erkrankungen herausgehoben wird (Darveau et al. 2012, Hajishengallis et al. 2012, 
Hajishengallis et al. 2015, Olsen und Hajishengallis 2016). 
 
6.2 27BGingipaine, Serinproteasen und Serinproteaseinhibitoren 
 
In vivo wird die Aktivität der neutrophilen Elastase und der Proteinase 3 sofort durch 
endogene Inhibitoren reguliert (Wiedow und Meyer-Hoffert 2005, Fitch et al. 2006, 
Korkmaz et al. 2008, Pham 2008, Summers et al. 2010). 
SLPI und Elafin sind zwei Inhibitoren die in epithelialen Zellen, einschließlich 
gingivalen Epithelzellen (Yin et al. 2010), Zellen des Immunsystems, im entzündeten 
Gewebe oder bei PMNL-Infiltration produziert werden (Fitch et al. 2006). 
Unsere Ergebnisse zeigen hohe Konzentrationen von SLPI bei den gesunden 
Personen. Jedoch nimmt mit fortschreitender Entzündung die nachgewiesene 
Konzentration ab und ist am deutlichsten in der Gegenüberstellung der Abhängigkeit 
von SLPI und Gingipainen erkennbar.  
Interaktionen von P.gingivalis mit Epithelzellen führen zur vermehrten SLPI-
Freisetzung (Yin et al. 2010). Gleichzeitig sind die argininspezifischen Gingipaine 
RgpA und RgpB zur Spaltung von SLPI befähigt (Into et al. 2006, Yin et al. 2010). In 
vitro findet bei Konzentrationen von 100 nM der Rgps eine vollständige Spaltung von 
SLPI statt. Bereits 10 nM reichen jedoch aus, um SLPI als Inhibitor der neutrophile 
Elastase funktionslos werden zu lassen (Into et al. 2006). 
Es konnten Konzentrationen von bis zu 1500 nM an argininspezifischen Gingipainen 
in P. gingivalis positiver Sulkusflüssigkeit nachgewiesen werden (Guentsch et al. 
2011). Somit ist davon auszugehen, dass der Proteaseinhibitor auch in vivo 
gespalten oder zumindest inaktiviert werden kann. 
Wie bei Into et al. (Into et al. 2006)zeigen auch die Ergebnisse dieser Studie niedrige 
Konzentrationen von SLPI in der Sulkusflüssigkeit von Patienten mit positivem 
 P. gingivalis-Nachweis.  
 
Eine negativer Zusammenhang bestand ebenfalls zwischen dem Nachweis von 
A. actinomycetemcomitans und SLPI. Daraus kann geschlussfolgert werden, dass 
eine verminderte SLPI-Freisetzung auch durch die von A. actinomycetemcomitans 
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produzierten Virulenzfaktoren wie Leukotoxin A und das zytolethale distending Toxin 
(Kachalany 2010) möglicherweise nicht auszuschließen ist. 
 
Vergleichende Untersuchungen an Bronchialsektret von gesunden und 
atemwegserkrankten Patienten zeigten ebenfalls höhere Konzentrationen an SLPI 
bei gesunden Personen und werden einer grundlegenden Schutzschildfunktion von 
SLPI gegenüber Proteasen zugeschrieben (Van Seuningen et al. 1995) und würde 
ebenfalls eine Erklärung für die verringerten SLPI-Konzentrationen bei 
Entzündungszuständen liefern (Williams et al. 2006). 
Auch die Empfindlichkeit von SLPI gegenüber dem Abbau durch wirtseigene 
Proteasen wie Cathepsin B, L und S, die in Makrophagen, Fibroblasten und 
Epithelzellen produziert werden (Taggart et al. 2001) und mag zu dieser Korrelation 
beitragen. Aktives Cathepsin B wurde ebenfalls in hohen Konzentrationen in der 
Sulkusflüssigkeit von Parodontitispatienten nachgewiesen (Cox et al. 2006). 
Zusammenfassend ist ein gemeinsames Agieren von wirtseigenen und bakteriellen  
Proteasen zusammen mit unbekannten Faktoren für die verringerte SLPI-
Freisetzung verantwortlich und tragen damit entscheidend zum Fehlen dieses 
körpereigenen Inhibitors und seiner anti-bakteriellen, anti-viralen und anti-
inflammatorischen Effekte (Taggart et al. 2001, Cox et al. 2006, Yin et al. 2010) im 
entzündeten Parodont bei. 
 
Ähnlich wie SLPI wird auch Elafin vorrangig konstitutiv in Epithelzellen in geringen 
Konzentrationen expremiert (Fitch et al. 2006) und seine Freisetzung unter 
entzündlichen Bedingungen, durch die pro-inflammatorischen Zytokinen IL-1 und 
TNF-α, bakterielle LPS  und die NE stark erhöht(Sallenave et al. 1994). Der zytokin-
vermittelte Anstieg der Elafinkonzentration als Inhibitor der neutrophilen Elastase 
und Proteinase 3 ist deutlich höher als bei SLPI (Williams et al. 2006). Deshalb wird 
Elafin eine größere Rolle beim Schutz des Gewebes während des 
Entzündungsgeschehens zugeschrieben, wohingegen SLPI wahrscheinlich eher für 
den Basalschutz im gesunden Gewebe verantwortlich ist (Sallenave et al. 1994, Van 
Seuningen et al. 1995). 
 
Die hier nachgewiesenen hohen Elafin-Konzentrationen in der Parodontitis- und der 
Gingivitisgruppe scheinen diese Hypothese zu bestätigen.  
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Des Weiteren konnten wir eine starke positive Korrelation zwischen P. gingivialis, 
der Gingipainaktivität und Elafin aufzeigen. Doch gerade diese Korrelation erscheint 
vor dem Hintergrund der in vitro nachgewiesen Spaltung und effizienten 
Inaktivierung Elafins durch Rgps (Kantyka et al. 2009) kontrovers. 
Prinzipiell ist Elafin ein sehr stabiles Protein, welches sich sehr resistent gegen 
proteolyische Spaltung (Guyot et al. 2010) zeigt. 
Jedoch sind die arginin-spezifischen Gingipaine zu einer begrenzten proteolytischen 
Spaltung an einer einzigen Peptidbindung im reaktiven Zentrum Elafin befähigt 
(Kantyka et al. 2009). Während diese Inaktivierung bereits bei 0,5nM RgpB zwar 
beginnt, tritt eine erkennbare Spaltung erst bei einer Konzentration von 100nM RgpB 
auf. Die von Kantyka et al. (Kantyka et al. 2009) beschriebene unzulängliche 
Spaltung von Elafin würde eine Erklärung für das Fehlen von Elafinspaltprodukten in 
den untersuchten Sulkusflüssigkeitsproben liefern.  
Jedoch ist fraglich, ob das in der Sulkusflüssigkeit der Parodontitispatienten 
nachgewiese Elafin überhaupt aktiv ist. Eine mitttlere Rgp-Konzentrationen von 58 
nM in der Sulkusflüssigkeit (Guentsch et al. 2011) übersteigt die zur Inaktivierung 
benötigte Konzentration bereits 100-fach. 
 
Die Western-Blot Analyse zeigt, dass das eigentlich 9,9 kDa große Elafin (Fitch et al. 
2006) in der Sulkusflüssigkeit praktisch nicht vorkommt. Das nachgewiesene  
größere Molekulargewicht stellt wahrscheinlich die Elafinvorstufe Trappin-2 dar, 
welche kovalent an extrazelluläre Matrixproteine gebunden ist (Guyot et al. 2005, 
Baranger et al. 2011).  
Elafin tritt in vivo hauptsächlich als Trappin-2 auf, welches ein höheres 
Molekulargewicht von 13-15kDa (Zani et al. 2004) besitzt und in die 
Extrazellulärmatrix über eine Typ-2 Transglutaminase eingebunden ist (Guyot et al. 
2005). In vitro führen sowohl Elafin als auch Trappin- 2 zu einer ähnlichen 
Inaktiverung der NE und der PR3 (Zani et al. 2004). Diese Bindung von Elafin an die 
extrazellulare Matrix, gewährleistet eine Ortsständigkeit des Inhibitors und bietet 
diesen Proteinen Schutz vor proteolytischem Abbau durch die neutrophilen 
Serinproteasen, wodurch weitere Kollateralschäden verhindert werden 
(Williams et al. 2006). Dieses erklärt, dass die detektierten Proteinbanden der 
Sulkusflüssigkeit ein größeres Molekulargewicht haben als ungebundenes Elafin. 
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Die postitive Korrelation zwischen P. gingivalis, Gingipainaktivität und Elafin könnte 
sich auch anders erklären lassen. Gingipaine spalten auch andere extrazelluläre 
Matrixmoleküle wie Fibronektin (Baba et al. 2001, Budu et al. 2003, Holt und 
Ebersole 2005, Stathopoulou et al. 2009). Fibronektion kommt zahlreich in der 
Gingiva vor und stellt den vorrangigen Bindungspartner für Trappin-2 dar 
(Guyot et al. 2005). 
Auch andere parodontopathogene Bakterien wie T. denticola und T. forsythia die in 
großer Assoziation zu P. gingivialis vorkommen (Socransky et al. 1998) könnten eine 
Rolle bei der Elafinfreisetzung durch Fibronektinabbau mit Hilfe ihre Proteasen 
(Bamford et al. 2010) spielen, da auch die Keimbelastung von T. denticola und T. 
forsythia mit der Elafinmenge korreliert.  
Die Annahme, das bakterielle Proteasen die Elafin-Freisetzung aus der 
extrazellulären Matrix über die Fibronektin-Spaltung regulieren können, wird durch 
die Anwesenheit multipler Fibronektinfragmente von 40 kDa, 68kDa und 120 kDa in  
der Sulkusflüssigkeit von Parodontitispatienten (Huynh et al. 2002) gestützt.  
 
Durch den Abbau und die Inaktivierung von SLPI und Elafin werden neben der 
inhibitorischen Funktion auf Serinprotreasen, auch weitere Funktionen wie 
Entzündungsauflösung und Geweberegeneration (Williams et al. 2006), Chemotaxis 
und Opsonierung, antibakterielle Eigenschaften, Einflüsse auf die angeborene und 
erworbene Immunantwort moduliert (Williams et al. 2006). 
 
Schließlich tragen so die freigesetzte neutrophile Elastase, die Proteinase 3 und die   
Beseitigung der immunmodulatorischen Funktion der Serinprotreaseinhibitoren 
gemeinsam zum voranschreitenden Gewebeverlust und der Aufrechterhaltung der 
bakteriellen Dysbiose bei.  
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7 6BSchlussfolgerungen 
 
Die Keimzahlen von P. gingivalis korrelieren positiv mit der Gingipainaktivität, der 
Aktivität der neutrophilen Elastase und der Elafinkonzentration in der 
Sulkusflüssigkeit. 
 
 
Die Proteinase 3-Aktivität kann in der Sulkusflüssigkeit gemessen werden und eignet 
sich aufgrund der Korrelation der Enzymaktivität zur Neutrophilen Elastase als 
Marker für die Erkrankungsaktivität und den Schweregrad einer Parodontitis. 
 
 
Das lösliche SLPI wird direkt durch bakterielle und wirtseigene Proteasen im 
entzündeten Gebiet abgebaut.  
 
 
Das an die extrazelluläre Matrix gebundene Elafin, welches auf inflammatorische 
Reize verstärkt im Entzündungsgebiet freigesetzt wird, widersteht dem vollständigen 
Abbau durch Gingipaine. Die hohe Aktivität der Serinproteasen sind ein Hinweis für 
eine begrenzte Proteolyse im inhibitorischen Zentrum und somit Inaktivierung des 
Elafins.  
 
 
P. gingivalis positive Sulkusflüssigkeit steht in engen Zusammenhang mit der 
dysregulierten, neutrophil gesteuerten Enzündungsantwort und ihren Inhibitoren.  
Durch die deutliche Aktivität der Serinproteasen in P. gingivalis - positiven Proben 
werden trotz vorhandener Inhibitoren bakteriell günstige Nährstoffvoraussetzungen 
geschaffen. 
 
 
Fehlende oder inaktive Serinproteaseinhibitoren verstärken das Ungleichgewicht 
zwischen Target und Inhibitor mit der Folge einer übermäßigen Aktivität der 
Serinproteasen im entzündeten Gebiet.  
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